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RESUMEN

El maiz es un cereal originario del sur de México y norte de Guatemala, (Doolitle y
Mabry, 2006). En Venezuela, forma parte vital de la dieta de la poblacion,
alcanzando en el afio 2014, 1.930.808 de toneladas de produccion (FEDEAGRO,
2016). Sin embargo, el desarrollo de malezas representa un factor limitante de
suma importancia para su produccion (Rodriguez, 2000), siendo el uso de
herbicidas la estrategia mas comdn para su manejo (Zita, 2012). El nicosulfuron
(sulfonilureas), el cual inhibe la accién de la enzima acetolactato sintetasa (ALS),
es utilizado desde 1989 para el control de malezas en maiz a nivel mundial, por
ser un herbicida selectivo al cultivo (Carriquiry y Rios, 2007). La tolerancia del
maiz a las sulfonilureas se debe a la accién del complejo enzimatico citocromo
P450 monoxigenasa (Pataky y Meyer, 2008). En la producciéon de semillas no se
recomienda la aplicacion de herbicidas sulfonilureas debido a los diferentes grados
de susceptibilidad que presentan los progenitores de los hibridos (Stefanovic et al.,
2010). Con la finalidad de evaluar y caracterizar la tolerancia diferencial de
algunos progenitores e hibridos de maiz amarillo del programa de mejoramiento
genético de SEHIVECA e HIMECA al nicosulfuron, se realiz6 un ensayo de campo
asi como pruebas de respuesta a dosis, inhibicion de la enzima P450 y una
evaluacion con marcadores moleculares RADP. Se encontr6 un genotipo
altamente susceptible y otro altamente tolerante al nicosulfuron. Se obtuvo una
posible asociacion de la susceptibilidad al herbicida con una banda RAPD, asi
como evidencias claras de sinergismo al combinar nicosulfuron con el insecticida
clorpirifos. Se demostré la naturaleza metabdlica de la tolerancia al nicosulfuron en
los cultivares de maiz bajo estudio. Se generaron recomendaciones para la

produccion de semillas de diversos cultivares.

Palabras Clave: Maiz, malezas, sulfonilureas, nicosulfuron, herbicidas, citocromo
P450, RAPD, tolerancia, susceptibilidad.
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ABSTRACT

Corn is a cereal native of south of Mexico and north of Guatemala, (Doolittle and
Mabry, 2006), and it's part of the staple of diet for Venezuelan people, reaching in
2014, 1.930.808 tons of production (FEDEAGRO, 2016). However, weed
development represents an important limiting factor for corn production
(Rodriguez, 2000). Herbicides is the most common strategy for weed management
(Zita, 2012). Nicosulfuron (sulfonylurea) enzyme acetolactate synthase (ALS)
inhibitor, is worldwide recommended in corn for weed control since 1989 due to its
selectivity (Carriquiry and Rivers, 2007). Corn tolerance to sulfonylurea is due to
cytochrome P450 monooxygenase enzyme complex (Pataky and Meyer, 2008). In
seed production the sulfonylurea’s use is not recommended due to the different
susceptibility degrees of parental lines, which vary significantly (Stefanovic et al.,
2010). In order to study descript and evaluate the differential tolerance of some
parents and hybrid of yellow corn of breeding program of SEHIVECA and HIMECA
to the herbicide nicosulfuron a field experiment was conducted, then laboratory
tests of dose response, P450 monooxygenase inhibition (with clorpirifos, malation
and metomilo insecticides) and RAPD'S molecular marker were conducted. We
found a highly susceptible genotype and a highly tolerant genotype to nocosulfuron
herbicide. RAPDS shown a possible association between this susceptibility and
one of the primers used and strong evidence of synergism when nicosulfuron and
clorpirifos were combined. The evidence shown that the tolerance to nicosulfuron
of the different corn cultivars under this study was metabolic. Specific weed
management recommendations for producers of hybrid seed in Venezuela were

established.

Keywords: Corn, seed, weeds, sulfonylureas, nicosulfuron, herbicides,

cytochrome P450, RAPD, tolerance, susceptibility.
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INTRODUCCION

El maiz es un cereal originario del sur de México y norte de Guatemala, cuyo
ancestro mas aceptado es el Teocintle, (Matsuoka et al., 2002; Doolitle y Mabry,
2006). En Venezuela, forma parte vital de la dieta de la poblacion, siendo utilizado
para la elaboracion de harinas, aceites, alimentos precocidos y alimento
concentrado para animales entre otros productos (Lopez, 2012), alcanzando en el
afio 2014 de acuerdo a las cifras proporcionadas por el Ministerio de Agricultura y
Tierras, un total de 1.930.808 de toneladas de produccién a nivel nacional
(FEDEAGRO, 2016).

Dada la importancia que este rubro representa para Venezuela, los entes publicos
y privados han desarrollado diversas lineas de investigacion gracias a las cuales
se han introducido al mercado nuevos materiales de maiz de alto rendimiento y
adaptaciéon a nuestras condiciones. Sin embargo, existen algunos factores
limitantes para su produccién, siendo el desarrollo de malezas uno de los mas

importantes, Rodriguez (2000).

El uso de herbicidas es la estrategia mas utilizada en la agricultura intensiva para
el manejo de malezas debido a la combinacion de algunos factores como eficacia,
rapidez y costo, aunque presenta ciertas desventajas como el desarrollo de

biotipos resistentes y el deterioro ambiental (Zita, 2012).

Dentro del grupo de herbicidas utilizados para el control de malezas en maiz
encontramos a la familia de las sulfonilureas, las cuales inhiben la accion de la
enzima acetolactato sintetasa (ALS), controlando un amplio rango de malezas
gramineas y hoja ancha (Anzalone, 2008). Entre los herbicidas de este grupo se
encuentra el nicosulfuron utilizado para el control de malezas en maiz a nivel
mundial desde el afio 1989 (Mejia, 1993, Saari et al., 1994, Mdnaco et al, 2002,
Carriquiry y Rios, 2007).



Desde la década de los afios cuarenta, los herbicidas han sido cada vez mas
sofisticados en cuanto al espectro y duracion del periodo de control (Baumann et
al., 1998), sin embargo, en los ultimos afos el desarrollo de resistencia a
herbicidas en las malezas se ha constituido en un serio problema (Saari et al.,
1994). La primera maleza registrada en la literatura que evidencio resistencia a un
herbicida inhibidor de la ALS data de 1987 y fue Lactuca serriola L. al compuesto
clorosulfurén, habiéndose liberado este herbicida en 1982 (Mallory-Smith et al.,
1990).

Se ha encontrado que los mecanismos de la resistencia a inhibidores de ALS
podria deberse a mutaciones en el sitio de accion del herbicida o al metabolismo
acelerado del xenobiético (Corbett y Tardif, 2006; Devine y Shukla, 2000; Fischer,
2013). La modificacion del sitio de accién del herbicida, generalmente ocurre por la
sustitucion de un nucleétido en el gen de la ALS. Dicha sustitucién modifica la
secuencia de aminoacidos en la enzima confiriendo la resistencia (Boutsalis et al.,
1999; Bernasconi et al., 1995; Guittieri et al., 1992, Devine y Shukla, 2000).

Los distintos estudios de herencia realizados en malezas resistentes a los
inhibidores de la ALS arrojaron que dicha resistencia viene dada por un solo gen
nuclear con variaciones en el grado de dominancia (dominancia completa o
incompleta) (Boutsalis et al., 1999, Boutsalis y Powles, 1995; Thompson et al.,
1994; Mallory-Smith et al., 1990).

Fuentes y Leroux (2001); Sebastian et al., (1989); Mallory-Smith et al.,
(1990,1991); Green y Ulrich (1993,1994); Hart et al., (1993), sefialaron que en la
mayoria de los estudios de control genético de la tolerancia a las sulfonilureas, el
principal método de evaluacion utilizado era la calificacion visual de la fitotoxicidad,
agregan ademas que dicho caracter era estudiado como un caracter de tipo

mendeliano.



Simpson et al., (1995), sefialaron que la tolerancia del maiz a los herbicidas del
grupo de las sulfonilureas se basa principalmente en la rapidez con que este es
metabolizado por la planta, proceso realizado inicialmente por el sistema de las
monoxigenasas Yy el citocromo P450. Sin embargo, la tolerancia a los herbicidas
del grupo de las sulfonilureas no siempre se debe al metabolismo de las plantas
en si, sino que existen una serie de factores que pueden interactuar y determinar
el grado de susceptibilidad de un genotipo dado a cualquiera de los herbicidas de
este grupo (Stefanovic et al., 1996; Carey et al., 1997). Green y Ulrich,
(1993,1994), a través de estudios de herencia, indicaron que la sensibilidad a
herbicidas sulfoniliureas como nicosulfurén, primisulfuron y rimsulfuron esta

controlada por un gen recesivo.

Alun cuando el herbicida nicosulfuron ha sido ampliamente utilizado para el
combate de malezas en el cultivo de maiz blanco en Venezuela, no ocurre lo
mismo con el cultivo de maiz amarillo, debido a que no todos los hibridos poseen

en su base genética tolerancia para el uso de este compuesto (Gonzéalez, 2005).

En la producciéon de semillas no se recomienda el uso de herbicidas sulfonilureas
debido a los diferentes grados de susceptibilidad que presentan las diferentes
lineas progenitoras, los cuales pueden variar significativamente dependiendo del
genotipo de la linea entre otros factores (Stefanovic et al., 1997, 2010; Zaric et al.,
1998).

Por lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo es caracterizar la tolerancia
diferencial de algunos progenitores e hibridos de maiz amarillo del programa de
mejoramiento genético de SEHIVECA e HIMECA, al herbicida nicosulfuron bajo
condiciones de campo e invernadero con la finalidad de establecer
recomendaciones especificas de manejo de malezas a los productores de semilla

segun el hibrido a sembrar.



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la tolerancia diferencial al herbicida nicosulfurén de progenitores e

hibridos de maiz amarillo bajo condiciones de campo e invernadero en Venezuela.

Objetivos Especificos:

1) Evaluar en condiciones de campo, el efecto de la aplicacién de nicosulfuron
en la fenologia y productividad de progenitores e hibridos de maiz amarillo

2) Confirmar la tolerancia y susceptibilidad de progenitores de maiz amarillo al

herbicida nicosulfuron mediante experimentos de respuesta a dosis.

3) Evaluar el efecto sinérgico o antagénico de la adicion de inhibidores del
complejo enzimatico citocromo P450 monooxigenasa en un genotipo

tolerante a nicosulfuron.

4) Asociar la tolerancia diferencial de progenitores e hibridos de maiz amarillo
de HIMECA y SEHIVECA al herbicida nicosulfuron con marcadores
moleculares tipo RAPD’s.

5) Generar recomendaciones de uso de nicosulfurén sobre progenitores en la
produccion de semilla de maiz amarillo de HIMECA y SEHIVECA.



Antecedentes

1. Generalidades del maiz

1.1Importancia econdmica:

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo que ha estado ligado intimamente al desarrollo
de las poblaciones mesoamericanas, siendo utilizado por las civilizaciones
precolombinas no solo como alimento sino como parte fundamental de su entorno
social incluyendo su uso en cultos de tipo magico-religioso (Carrillo, 2012).
Actualmente, es el cereal mas importante en produccién a nivel mundial,
conformando junto al trigo y el arroz la base alimenticia de la poblacion (Cartay,
2000; FAO, 2015).

En Venezuela es extensamente utilizado tanto de forma directa como indirecta en
la elaboracion de harinas, aceites, alimentos precocidos y alimento concentrado
para animales entre otros productos (Lopez, 2012). Ha sido catalogado como
rubro estratégico a nivel nacional siendo los principales estados productores
Portuguesa, Guarico, Monagas, Barinas, Yaracuy y Bolivar. Para el afio 2013, de
acuerdo a las cifras suministradas por la FAO, la produccibn de maiz en
Venezuela alcanzé una cifra de 2.247.024 toneladas (FAO, 2015), mientras que
las estadisticas del Ministerio del Poder Popular Para la Agricultura y Tierras
citadas por FEDEAGRO, reflejan que los volimenes de produccion del rubro en el
afno 2014 fueron de 1.930.808 toneladas (FEDEAGRO, 2016).

1.2 Origen y domesticacion del maiz

Desde finales del siglo XIX se han postulado diversas hipétesis que intentan
dilucidar el origen del maiz; siendo una de las mas influyentes la denominada
‘teoria tripartita” formulada en los afios 30 del siglo pasado (Mangelsdorf y
Reeves, 1959a). Posteriormente, a finales de la década de 1980, la misma fue



desacreditada cuando la teoria del origen del maiz con base en la evolucion
progresiva del teocintle gand el acuerdo entre la comunidad cientifica internacional
(Beadle, 1980; Doebley, 1990; Matsuoka et al., 2002; Doolitle y Mabry, 2006).

Hoy en dia es comunmente aceptado el hecho de que el maiz es la forma
cultivada del género Zea siendo el teocintle su ancestro (Beadle, 1932a,b 1939,
1972; Emerson y Beadle, 1932; Reeves y Mangelsdorf, 1942, Mangelsdorf y
Reeves, 1959a; Matsuoka et al., 2002; Doolitle y Mabry, 2006).

Paterniani (2000), estableci6 que la domesticacién del maiz a través de la
seleccion hecha por el hombre, eliminé practicamente por completo las
caracteristicas ancestrales de sobrevivencia de éste en la naturaleza y que gracias
a un proceso de seleccion masal, realizado a través de cientos de generaciones
de los antiguos pobladores de América, se obtuvieron mas de trescientas razas y
miles de variedades adaptadas a diversos ambientes.

En Venezuela, McClintock et al., (1981), sostuvo que el maiz se origin6 gracias a
introducciones hechas por el hombre, que probablemente tengan conexién con las
razas mexicanas y centro americanas de los maices Nal-Tel, Zapalote Chico,

Zapalote de nudos grandes, Tepecintle y Salvadorefio.

1.3Clasificacion taxondmica, morfologia y caracteristicas generales

De acuerdo a la descripciébn dada por Linneo en 1737, el maiz es un cereal
perteneciente al reino Plantae, phyllum Angiosperma, clase Monocotileddénea
(Liliopsida segun Cronquist), orden Graminales, familia Gramineae, (Poaceae
segun Cronquist), tribu Maydae, género Zea y especie mays (Bejarano, 2000).

Es una planta de habito anual, con tallo tipo cafia, flores masculinas y femeninas
bien diferenciadas en la misma planta y de polinizacion abierta (anemofila) siendo

propensa al cruzamiento (Jugenheimer, 1988; Bejarano, 2000; Reyes, 1990).



Las flores son unisexuales, presentando flores masculinas y femeninas bien
diferenciadas en la misma planta, la inflorescencia masculina se localiza en la
parte final del tallo, de tipo panicula, la cual consta de un eje central o raquis y
ramas laterales. A lo largo de dicho eje se distribuyen los pares de espiguillas de
forma polistica y en las ramas con arreglo distico. Cada espiguilla esta protegida
por dos bracteas o glumas que a su vez contienen en forma apareada las flores
estaminadas. En cada florecilla componente de la panicula hay 3 estambres
donde se desarrollan los granos de polen. (Jugenheimer, 1988; Reyes, 1990;
Bejarano, 2000)

La inflorescencia femenina (mazorca) es de tipo espiga y se localiza en las yemas
axilares de las hojas. De forma cilindrica, consiste en un raquis central u olote en
el cual se insertan las espiguillas por pares, cada una con dos flores pistiladas,
una fértil y otra abortiva, dichas flores se arreglan en hileras paralelas. Esta
inflorescencia puede formar alrededor de 400 a 1000 granos arreglados en
promedio de 8 a 24 hileras por mazorca la cual esta encerrada en numerosas

bracteas o vainas de las hojas. (Jugenheimer, 1988; Reyes, 1990; Bejarano, 2000)

A nivel radical, presenta raices primarias fibrosas con una serie de raices
adventicias, las cuales se desarrollan en los primeros nudos por encima de la
superficie del suelo, tanto estas como las raices primarias tienen entre otras

funciones la de mantener a la planta erecta. (Jugenheimer, 1988).

El maiz es un cultivo que presenta una alta productividad y diversos autores
afirman que ello se debe a su abundante aérea foliar, asi como a una modificacion
de su ruta fotosintética conocida con el nombre de C,4. Dicho mecanismo actiua
gracias a una particular anatomia foliar (tipo Kranz), en la cual la hoja presenta
dos compartimientos celulares definidos, el mesdéfilo radial y la vaina vascular. En
el primero de estos, ocurre la fijacion de CO, para formar el acido dicarboxilico de
4 carbonos, mientras que en el segundo se produce la descarboxilacién,

permitiendo que el CO, liberado enriquezca la atmosfera endogena y esté



disponible alrededor de los cloroplastos. Todo ello hace que la enzima conocida
como rubisco (1,5 fosfato descarboxilasa oxigenasa), fije una mayor cantidad de
CO; en lugar de oxigeno, aumentando en consecuencia la tasa fotosintética en
detrimento de la fotorespiracion, formando mayor cantidad de fotoasimilados,
energia y materia seca por unidad de area transpirada. (Ascencio, 2000; Mejias,
2004)

1.4 .- Mejoramiento genético y desarrollo de hibridos de maiz

Schlegel (2003), define mejoramiento genético como una ciencia multidisciplinaria
aplicada dentro de la cual se incluye el fitomejoramiento, el cual no es mas que el
estudio de los principios genéticos y de las practicas relacionadas con el desarrollo
de hibridos y variedades méas adaptadas a las necesidades de los seres humanos,
teniendo como base el conocimiento combinado de la agronomia, la botanica, la
genética, citogenética, genética molecular, fisiologia, patologia, la entomologia, la
bioguimica y la estadistica. El origen de dicha ciencia aplicada se atribuye a la
seleccion de las mejores plantas realizada por el hombre civilizado a través del

tiempo hasta lograr las llamadas variedades criollas.

Sin embargo, el descubrimiento del llamado “vigor hibrido” (realizado de manera
accidental), provoc6 el desarrollo de diversos cruzamientos intencionales con
rendimientos superiores a las variedades originales (Paterniani, 2000), con lo cual,
se establecen los llamados planes de mejoramiento genético, cuyo obijetivo
principal es el desarrollo de cultivares mejorados que posean caracteristicas

agronomicas, fisiolégicas y morfolégicas superiores a los materiales originales.

Estos cultivares mejorados son obtenidos a través de un proceso exhaustivo de
seleccién secuencial, que depende de nimeros y escalas basada en la estimacion
de parametros fenotipicos y genéticos en las poblaciones (Medina y Segovia,
1995). Hoy en dia, se han incorporado diversas técnicas de biologia molecular y

analisis de ADN lo cual ha permitido avances sustanciales en este campo.



El uso intencional de la hibridacion para el desarrollo de hibridos fue iniciado por
Beal en 1880, quien sembré dos variedades de maiz en surcos adyacentes,
escogiendo una de estas como progenitor femenino (despanojandola) fungiendo la
segunda como progenitor masculino. El hibrido resultante del cruce tuvo un
rendimiento superior al de las variedades parentales de polinizacion abierta (Beal,
1880). Sin embargo, los hibridos entre variedades no encontraron gran aceptacion
entre los agricultores en aquellas dias por diversas razones, entre ellas y de
acuerdo a lo reportado por algunos autores, porque las ganancias en rendimiento
eran modestas (Lonnquist y Gardner, 1961; Moll, Salhuana y Robinson, 1962) o
probablemente porque el concepto de hibrido era demasiado avanzado para esa
época (Poehlman, 1987).

Posteriormente, las investigaciones desarrolladas por Shull (1908, 1909), sobre el
método de mejoramiento de maiz basado en lineas puras sentaron las bases para
un exitoso desarrollo de los hibridos, obteniéndose maices vigorosos y de alto
rendimiento en grano. No obstante, no fue sino hasta que Jones (1918) sugirié que
dos cruzas simples podian ser cruzadas entre si para producir hibridos dobles,

que el maiz hibrido fue una realidad comercial.

El mejoramiento genético del maiz resulta entonces un proceso complejo, el cual
comprende la evaluacion de varias caracteristicas de seleccion, varias etapas de
pruebas y el descarte de miles de lineas e hibridos de multiples descendencias.
En él se utlizan técnicas de autopolinizacion, de polinizacién cruzada, se
desarrollan lineas puras y se producen cruces entre lineas derivadas.Todo ello
con la finalidad de lograr la identificacion de hibridos que tengan un rendimiento
constante y confiable a través de un gran numero de ambientes que permita la
produccion de una buena semilla que pueda llegar al productor final (Hallauer y
Carena, 2009).



La mayoria de las caracteristicas de importancia econémica en el cultivo de maiz
se heredan cuantitativamente y la limitacion principal de los métodos de
mejoramiento convencional es la determinacion del valor genético de las lineas en
las diferentes combinaciones hibridas. En este sentido, el advenimiento de
herramientas y técnicas moleculares como los QTL (Quantitative Trait Loci) y la
seleccion asistida por marcadores moleculares, han resultado de gran ayuda no
solo en la caracterizacion de genotipos, sino también en estudios de similitud o
distancia genética. Aun asi, el factor clave dentro de cualquier programa de
mejoramiento genético es la buena seleccion de germoplasma (Hallauer y Carena,
2009; Perdomo, 2012).

Los procedimientos involucrados en el desarrollo de hibridos estan evolucionando
continuamente y desde el afio 2002 el mayor esfuerzo se ha enfocado hacia el
desarrollo de hibridos simples en sustitucion de hibridos multiparentales (tri
lineares y dobles). Este tipo de evoluciébn ha sido drastica en los paises
desarrollados, donde la totalidad del area es sembrada con hibridos simples
(Duvick, 2002).

1.5Mejoramiento Genético en Venezuela

Las evidencias mas antiguas en Venezuela ubican el maiz en la margen norte del
Orinoco, aproximadamente 25 mil afios antes de la llegada de Cristobal Colon
(Mangelsdorf y Sanoja, 1965; Galinat, 1971; Van der Merwe et al., 1981). Aunque
Mangelsdorf y Sanoja (1965), también sefialaron la presencia de restos
arqueologicos de maiz en el estado Lara y, de acuerdo a lo reportado por Oviedos
(1824) y Gumilla (1791), las diversas etnias indigenas de Venezuela cultivaban
maices de diferentes formas y colores. Para 1965, Grant et al., describieron al

menos 19 grupos germoplasmicos de maiz en nuestro pais.

Agudelo (1976), sefald que los programas de mejoramiento genético del maiz en
Venezuela se iniciaron en 1939, bajo la direccién del Instituto Experimental de

Agricultura y Zootecnia del Ministerio de Agricultura y Cria, realizando diversas
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pruebas con materiales introducidos desde Cuba, Puerto Rico, Colombia y
Estados Unidos. Como resultado de ello, en 1942 se desarrolla la primera
variedad de maiz venezolano (Venezuela-1), lograda a partir de dos variedades
cubanas (Langham, 1942a). Posteriormente, producto de una serie de
investigaciones y cruzamientos entre variedades nacionales, extranjeras y lineas
autofecundadas procedentes de México, Cuba, Colombia, Pera y Brasil, el Centro
de Investigaciones Agrondmicas (CIA) Maracay lanza en 1957 tres hibridos triples

(trilineales) “Guaicaipuro”, “Tiuna” y “Mara” (Obregoén, 2000).

El mejoramiento genético del maiz en Venezuela, se ha enfocado en la basqueda
de lograr un aumento de su capacidad productiva, resistencia a plagas y
enfermedades, volcamiento, asi como a las exigencias tanto de los productores
agricolas como de los consumidores (altura de planta, facilidad para cosecha

mecanizada, contenido alimenticio, dureza de grano, entre otros) (Obregdn, 2000)

Hoy en dia el mejoramiento genético del cultivo continia con el desarrollo de
variedades y principalmente de hibridos por entes publicos y privados, los cuales
introducen al mercado nuevos materiales de alto rendimiento y adaptacién a las
condiciones agroecoldgicas de Venezuela (Matzavraco, 2015. Comunicacién

personal).

2. Manejo integrado de malezas en el maiz

Rodriguez (2000), define a las malezas como plantas indeseables que crecen
COmO organismos macroscopicos junto con las plantas cultivadas interfiriendo con
el normal desarrollo de estas, siendo una de las principales causas en la
disminucién de los rendimientos en maiz. Agrega ademas, que el manejo de estas
plantas indeseables se origin6 en la antigiedad cuando la especie humana dio sus
primeros pasos en la agricultura, controlandolas primero de forma manual para
posteriormente emplear diversos artefactos, herramientas y equipos para mejorar

la eficiencia de dicho control. Los diferentes métodos de manejo y control de las
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malezas incluyen estrategias de control no quimico y métodos quimicos, Zita

(2012) lo resume de la siguiente manera:

En el primer grupo se incluyen todas aquellas estrategias que implican cortar,
enterrar, cubrir y quemar la vegetacion indeseada; mientras que el segundo grupo
esta basado en el uso de herbicidas, siendo en la actualidad la estrategia mas
utilizada en la agricultura intensiva, debido a la combinacion de algunos factores

como eficacia, rapidez y costo.

Peterson et al., (2001), sostienen que un herbicida es un producto quimico que
inhibe o interrumpe el crecimiento y desarrollo de una planta, siendo utilizados
extensivamente en la agricultura, industria y en zonas urbanas, debido a que al
emplearse de manera adecuada proporcionan un control eficiente a un bajo costo.
No obstante, también presenta desventajas, como el desarrollo de biotipos
resistentes y el deterioro ambiental.

Zita (2012), sefiala que el concepto de “manejo integrado de malezas” fue
introducido por primera vez en 1967, como una terminologia que englobaba todas
las estrategias de control, aplicando principios ecolégicos al control de plagas en
sistemas de produccién y que posteriormente fue incluido el concepto de la
sustentabilidad. ElI manejo integrado de malezas requiere de un profundo
conocimiento sobre la biologia y ecologia de las mismas, haciendo especial
énfasis en la integracion de mdultiples medidas de control utilizadas de manera

racional. (Sanyal et al., 2008).

3. Las Sulfonilureas

Esta familia de herbicidas descubierta en 1975 por el investigador George Levitt
(Carriquiry y Rios, 2007), es de amplio uso en la agricultura y su mecanismo de
accion consiste en la inhibicion de la enzima acetolactato sintetasa (ALS), la cual
es necesaria para la sintesis de los aminoacidos alifaticos de cadenas ramificadas

como isoleucina, leucina y valina (Anzalone, 2008).
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Ménaco et al., (2002) refieren que los herbicidas sulfonilureas poseen un amplio
espectro de control de acuerdo a la molécula utilizada, bajas dosis de ingrediente
activo y producto comercial por area tratada, controlando un amplio rango de
malezas gramineas y hoja ancha, siendo ademas selectivos para cultivos como
arroz, trigo, cebada, soya y maiz. Son considerados seguros para el ambiente por
su baja toxicidad en animales y humanos, convirtiéendose en los herbicidas de
mayor utilizacion en el mundo para el control de las malezas en los diferentes

cultivos anuales (Saari et al., 1994, Carriquiry y Rios, 2007)

3.1 Estructura quimica

La molécula de las sulfonilureas consiste en tres partes: un grupo aril, el puente
sulfonilurea y un anillo heterociclico que contiene nitrégeno, siendo su férmula
molecular C14H17Ns07S; (Vencill, 2002).

R
: : X

SO:NHCONH 4—</ 9

Aryl : Puente ' Anillo heterociclico

Figura 1 Estructura quimica de las sulfonilureas (Hay, 1990).

Hay (1990), comenta que cada uno de los tres componentes de la molécula puede
ser modificado de forma de obtener una mayor actividad herbicida y que los
compuestos utilizados en el radical R del grupo Aryl, el tipo de puente sulfonilurea
o el tipo de grupo heterociclico son los que determinan el aumento o no de dicha

actividad.
Dentro de los herbicidas pertenecientes a esta familia quimica comunmente

utilizados en el control de malezas en el maiz en Venezuela se encuentra el

nicosulfurén, conocido comercialmente como Accent®o Sanson® (Gamez, et al.,
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2000), también estd en el mercado el Equiplus® (iodosulfuron+foransulfuron)
(Ortiz et al., 2014).

4. Resistencia/tolerancia a herbicidas

Aunque algunos profesionales del Agro utilizan los términos “tolerancia” y
“resistencia” como sindnimos, en los Ultimos afos diversos autores han tratado de

marcar una diferencia entre dichos términos en relacion a los herbicidas.

Powles et al., (1997), establece que la resistencia a herbicidas es la capacidad
hereditaria natural de un biotipo dentro de una poblacién, la cual le permite
sobrevivir y reproducirse después del tratamiento con un herbicida que, bajo
condiciones normales de utilizacion, controla efectivamente a todos los demas
individuos de la misma poblacion, mientras que tolerancia es la capacidad
hereditaria natural que tienen los individuos de todas las poblaciones de una
determinada maleza para sobrevivir sin resultar afectadas y reproducirse

normalmente después del tratamiento con herbicida

La Sociedad de la Ciencia de la Maleza de Estados Unidos (WSSA), en el 2011,
sostuvo que la resistencia a herbicidas es la capacidad hereditaria de una planta
para sobrevivir y reproducirse después de su exposicion repetida a una dosis de
herbicida normalmente letal para el tipo silvestre, (es decir es provocada)
pudiendo presentarse dicha resistencia de manera natural o inducida por
ingenieria genética o por la seleccion de variantes producidas por cultivo de tejidos

o mutagénesis (por ejemplo el Clearfield, de BASF).

La tolerancia a herbicidas por el contrario, es la capacidad inherente de una
especie para sobrevivir y reproducirse después de un tratamiento con herbicida,
es decir que no hubo un mecanismo de seleccién o induccion de la tolerancia, ni
fue manipulada genéticamente sino que es naturalmente tolerante. (Heap, 1997,
2005; Tuesca y Nisensonh, 2001; Papa et al., 2000; Pérez y Kogan, 2001).
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De acuerdo a lo expuesto por Valverde (2000), se considera que los genes de
resistencia a herbicidas estan presentes en las poblaciones silvestres pero en una
proporcion muy baja y, segun Chaleff y Mauvais (1984), se estima que la
frecuencia de genes de resistencia a las triazinas (que se hereda a través del
genoma de los cloroplastos), es de alrededor de 108, mientras que la de las

sulfonilureas es de alrededor de 10°® (Chaleff y Mauvais, 1984).

El primer caso reportado de resistencia a herbicidas a nivel mundial fue el de
plantas de Senecio vulgaris a la simazina y otras triazinas (Ryan, 1970). A partir
de ese momento, este fendmeno se ha expandido con rapidez. Para el afio 2011,
se habian reportado mas de 350 biotipos de malezas resistentes en 197 especies
de malezas a nivel mundial (Heap, 2011). Actualmente, existen 249 especies (145
dicotiledoneas y 105 monocotiledoneas), con 464 biotipos de malezas que
presentan resistencia a herbicidas. Dicha resistencia se ha observado en 22 de los
25 sitios de accién conocidos hasta ahora y con 159 herbicidas diferentes en 86

cultivos en 66 paises alrededor del mundo (Weedscience, 2016).

Segun Jasienuk et al., (1996), dentro de la serie de factores que condicionan el
desarrollo y evolucion de la resistencia a herbicidas el mas importante es la
presién de seleccion que impone el uso del herbicida. La mayor presion de
seleccién ocurre al utilizar altas dosis de herbicidas de compuestos altamente
efectivos y/o persistentes que son aplicados con frecuencia (Reznick y Cameron,
2001). En otras palabras, el uso repetido de uno o varios herbicidas que presenten
un mismo mecanismo de accion, somete a las poblaciones vegetales a una
presién de selecciéon, incrementando con el tiempo el nimero de individuos
resistentes que logran sobrevivir a la aplicacion del herbicida (Pérez y Kogan,
2001).
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4,1 Modo vy mecanismo de accion de los herbicidas, clasificacion

Para el estudio de la tolerancia y resistencia a herbicidas es importante conocer e
identificar tanto el modo como el mecanismo de accion de los mismos: El modo de
accion se refiere a la secuencia de eventos que ocurren desde la absorcion del
herbicida hasta la muerte de la planta. Aquellos herbicidas con el mismo modo de
accion tendran el mismo comportamiento de absorcion y transporte, produciendo

sintomas similares en las plantas afectadas (Gunsolus y Curran, 1996).

De acuerdo a Zita, (2012), la clasificacion de los herbicidas segun su modo de
accion permite predecir, en forma general, el espectro de control de estos en la
maleza, época de aplicacion, selectividad a cultivos y persistencia en el suelo.
Ashton y Craft (1981) y Cobb y Reade (2010), distinguen siete grandes grupos de
herbicidas basandose en su modo de accion y dentro de los cuales se incluyen

uno 0 mas mecanismos de accion.

El mecanismo de accién de un herbicida puede ser definido como la principal
reaccion bioquimica o biofisica afectada en la planta por el herbicida y que
usualmente incluye el bloqueo de algin proceso enzimético vital. Aunque el
mecanismo de accién esta incluido en el modo de accién, los herbicidas pueden
ser clasificados también segin su mecanismo de accion, teniendo como base los
diferentes sintomas que provocan en las plantas afectadas. En ese sentido, la
Sociedad Americana de la Ciencia de la Maleza (WSSA) ha desarrollado un
sistema de clasificacion numérico, mientras que la clasificacion del Comité de
Accion Contra la Resistencia a Herbicidas (HRAC) desarrollé un sistema basado
en letras (Zita, 2012).

Numerosos autores han propuesto diversas clasificaciones de herbicidas basadas
en su modo y mecanismo de accién, cada una de estas clasificaciones presenta
diferencias importantes entre si y los criterios utilizados por los autores no siempre

coinciden, Zita (2012). Es por ello que intentando unificar los diferentes criterios de
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clasificacion, Zita en el 2012, propone un sistema basado tanto en el modo como

en el mecanismo de accion de los herbicidas tal y como se muestra en el Cuadro 1

Cuadro 1. Propuesta de clasificacion de los herbicidas.

Modo de ) »
» Mecanismo de Accion
Accion
Fotosistema |
Fotosintesis Fotosistema Il
Fitoenodesaturasa
Deoxi-xilulosa-5-fosfato sintasa
Sintesis de Hidroxifenilpiruvatodioxigenasa
Pigmentos
Protoporfirinégeno oxidasa
Auxinas Sintéticas
Auxinicos Transporte de Auxinas

o Sintesis de Acidos Grasos a través de la ACCasa
Biosintesis de

Formacion de Acidos Grasos de cadena muy larga

Lipidos
5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintasa

Biosintesis de Acetato lactato sintasa

S Glutaminosintetasa
Aminoécidos

Sintesis de tubulina y de la organizacion de los microtubulos

Division celular Sintesis de celulosa

Otros

Dihidropteroatosintetasa, Proteina fosfatasa

Fuente: Zita (2012)

4.2 Selectividad

Caseley, (1996), refiere que, segun su espectro de fitotoxicidad, los herbicidas
también pueden ser clasificados como selectivos y no selectivos. Se conocen
como selectivos aquellos herbicidas que a ciertas dosis, formas y épocas de

aplicacién eliminan a algunas plantas sin dafiar significativamente a otras,
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mientras que los herbicidas no selectivos son aquellos 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.

De acuerdo Perez y Kogan (2003), la selectividad es una caracteristica de los
herbicidas que hace posible la aplicacion de estos para el control de malezas sin
que se produzca dafio al cultivo. Dicha caracteristica depende de una amplia
gama de factores interrelacionados, por lo cual es mas relativa que absoluta y no

siempre es atribuible al herbicida en si.

Estos autores, afirman que la Selectividad puede clasificarse en:

a) Selectividad de tipo fisica: Determinada principalmente por las
caracteristicas morfolégicas de las especies vegetales que
conllevan a una retencion diferencial de la aspersién (posicién de las

hojas, pubescencia, serosidad etc).

b) Selectividad por transporte diferencial: Se refiere a la facilidad
con que el herbicida se moviliza dentro de la planta ya que no todos
los productos sistémicos se mueven con la misma facilidad dentro

de una especie particular

c) Selectividad de tipo bioguimica: Involucra la conversion de una
molécula toxica en una inocua por vias enzimaticas de la planta
(oxidacion, reduccion, hidrolisis), aunque es importante sefialar que

existen casos donde la desintoxicacion es meramente quimica.
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5. Mezclas de herbicidas/productos guimicos

La combinacion de dos herbicidas o bien de un herbicida y un insecticida sobre un

cultivo suele ser una practica comun en los sistemas de produccién agricola. Las
razones para la utilizacion de dichas combinaciones de productos quimicos por
parte de los agricultores son muy variadas, entre estas podemos mencionar la
busqueda de una mejoria en espectro del control aplicado, el manejo de casos de
resistencia, asi como el ahorro de tiempo y dinero (Vidal et al., 2010; Fisher,
2010).

Sin embargo, dichas mezclas deben ser estudiadas y hechas a conciencia, puesto
que las interacciones entre los productos quimicos mezclados pueden traer ciertas
desventajas, como por ejemplo la disminucién de la accién fitotoxica de alguno de
los productos combinados, lo cual se traduce en pérdidas econdmicas y un bajo

nivel de control de plagas. (Fisher, 2010).

De acuerdo a Vidal et al., (2010), los resultados de la combinacién de los diversos
productos quimicos pueden ser de antagonismo, sinergismo o efecto neutro,
(también llamado efecto aditivo), ello como consecuencia de las diferentes
interacciones quimicas, fisiologicas o cinéticas (absorcién, translocacion o
metabolismo) entre los productos quimicos mezclados. En ese sentido, podemos
definir lo siguiente:

e Antagonismo: se refiere a la interaccibn negativa entre dos o mas

compuestos quimicos, es decir que la accion combinada de estos
elementos disminuyen o anulan la efectividad del control de uno o mas
componentes de la mezcla sobre una o mas especies, con lo cual dicha
efectividad es menor que con el mejor componente de forma individual,
pudiendo presentarse ademas una pérdida de la selectividad de uno de sus
componentes, trayendo como consecuencia un dafo directo sobre el cultivo
(Kruse et al., 2006 a, b; Fisher, 2010).
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Es importante destacar que el antagonismo puede presentarse tanto al mezclar

dos herbicidas como al mezclar herbicidas con otros productos fitosanitarios por lo

cual resulta de vital importancia el conocer las posibilidades de mezcla que

poseen los distintos agroquimicos a utilizar (Kruse et al., 2006 a, b; Fisher, 2010).

Sinergismo: ocurre cuando el efecto de los herbicidas (o productos
guimicos) mezclados es mayor que la suma de los efectos individuales
de cada componente, pudiendo presentarse cuando: los componentes
de mezcla coinciden en la selectividad sobre ciertas especies; cuando
los componentes poseen diferentes sitios de accion en la misma planta
(pudiendo activar complejas redes de efectos secundarios) o cuando un
componente interfiere con la detoxificacion del otro. Asi mismo, es
importante destacar que para estos casos se toma en cuenta no solo el
grado de control sino la afectacion o no del nivel de selectividad

deseado hacia el cultivo (Fisher, 2010).

En ese sentido, el mismo autor refiere que el sinergismo no resulta en pérdida de

selectividad cuando:

a) Uno o ambos componentes de la mezcla es detoxificado por el
cultivo y no por la maleza (bispiribac-tiobencarbo en arroz).

b) Cuando un componente bloquea a una isoenzima detoxificadora en
la maleza y no en el cultivo (Echinochloa y arroz).

c) Cuando el sinergista forma inhibidores estables en la maleza y no

en el cultivo (caso de tridifane y atrazina en maiz vs.Setaria spp.).

Para determinar la existencia o no del sinergismo, existen diversas metodologias

dentro de las cuales destacan: la deteccién y cuantificacion de las modificaciones

en la 150 (o GR50, LD50, etc.) usando curvas de respuesta a dosis; el analisis de
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isébolas, y el método de Limpel (1962), de comparacién de efectos “esperados”
adaptado y popularizado por Colby (1967) (Kruse et al., 2006 a, b; Fisher, 2010).

6.

Mecanismos de Resistencia

Algunos autores como Anzalone (2008), WRAG (2003), Devine y Shukla, (2000) y
Friesen et al., (2000) coinciden en sefalar la existencia de diversos mecanismos

de resistencia a herbicidas, los cuales pueden ser clasificados en:

a)

b)

Alteracién o sobreproduccidn del sitio de accion del herbicida: Ocurre por

una modificacion en los aminoacidos de la enzima afectada por el herbicida.
Dicha modificacion impide la interaccion enzima-herbicida y el mecanismo de
accion de este ultimo no se manifiesta generandose una especie de “dilucion”
del efecto toxico del herbicida. Este mecanismo de resistencia ha sido
identificado actuando en herbicidas de diferentes grupos quimicos entre ellos el

de las sulfonildreas (Devine y Shukla, 2000).

Diferencias en la absorcidon, traslocacion o compartamentalizacion del

herbicida: Ocurre cuando las plantas realizan o desarrollan cambios en sus

procesos metabdlicos vy fisioldgicos para evitar que el herbicida alcance el sitio
de accion, (por ejemplo, el herbicida es aislado en la vacuola de la célula).
Lasat et al., (1997), utilizaron este mecanismo para explicar la resistencia al

herbicida paraquat en algunas malezas.

Aumento en la tasa de metabolizacién del herbicida: Los herbicidas suelen

ser metabolizados en mayor o menor grado por las plantas, dependiendo de la
selectividad de los mismos. Algunas plantas han aumentado significativamente
su capacidad para metabolizar el herbicida, degradando este a metabolitos no

toxicos rapidamente.

La velocidad de degradacion enzimatica puede variar debido a factores

endogenos y exdgenos como el estadio de crecimiento de la planta o las
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condiciones climaticas, entre otros (Zita, 2012) De acuerdo con Anzalone
(2008), este mecanismo de detoxificacion puede funcionar de manera

simultanea con diferentes herbicidas, pudiendo originar resistencia multiple.

Una de las causas del aumento en la tasa de metabolizacién del herbicida se
debe a la presencia de enzimas especificas y no especificas, como la
citocromo P450 o la glutationa-S-transferasa las cuales actian sobre un gran

namero de sustratos (Anzalone, 2008).

De acuerdo a Shimabukuro, (1985) y Hatzios (1991) Los procesos que implican la
detoxificacion metabdlica de los herbicidas en tejidos vegetales pueden dividirse
en tres fases: conversion, donde las propiedades iniciales del herbicida de partida
son transformadas a través de reacciones de oxidacion, reduccién o hidrolisis,
para producir un compuesto mas soluble en agua y menos téxico. Conjugacion,
donde el herbicida o sus metabolitos son conjugados con un azlcar, aminoacido o
glutatiéon incrementando su solubilidad en agua y reduciendo la toxicidad del
compuesto y finalmente la transformacion, en la cual los metabolitos de la fase
anterior son transformados a conjugados secundarios con nula toxicidad. Esta
division no constituye una regla general, dado que alguna de las fases puede no

estar presente en los procesos de detoxificacion (Hatzios, 1991).

7. Clasificacion de los tipos de resistencia a herbicidas

Segun Heap (1997) y Valverde (2000), existen 2 tipos de resistencia claramente

definidas que son:

Resistencia _cruzada: Cuando un biotipo de una especie determinada es

resistente a dos o mas herbicidas de diferentes familias quimicas como
consecuencia de un mismo mecanismo de resistencia; lo cual no implica que
la poblacién de las malezas sea resistente a la totalidad de los herbicidas que

afectan el mismo sitio de accidon (es decir a la ruta bioquimica sobre la que
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actua el herbicida en la planta) ni a todos los miembros de un grupo quimico

especifico

Resistencia _multiple: Aquella resistencia a herbicidas con diferentes

mecanismos de accidon como consecuencia del desarrollo de mas de un

mecanismo de resistencia.

8. Resistencia alos inhibidores de la acetolactato sintetasa (ALS)

La acetolactato sintetasa (ALS) o también conocida como acetohidroxibutirato
sintetasa (AHAS EC 2.2.1.6), es la primera enzima comun en la sintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada, (valina, leucina e isoleucina) los cuales son
esenciales para la sintesis de proteinas (Stidham, 1991; Chaleff y Mauvais, 1984;
Ray, 1984; Shaner et al., 1984). La reaccion catalizada por la ALS condensa dos
moléculas de piruvato para formar a-acetolactato, (precursor de la leucina y
valina), de igual manera puede reaccionar con piruvato y a-ketobutirato para
formar a- aceto-a-hidroxibutilato, (precursor de la isoleucina). Esta enzima es
codificada en el nacleo, producida en el citoplasma y transportada via transito de

péptido a los cloroplastos (Corbett y Tardif, 2006)

Existen diversos grupos quimicos de herbicidas utilizados en la agricultura cuyo
sitio de accién es la ALS (imidazolinonas, triazolopirimidinas, pirimidinil (tio)-
benzoatos, sulfonilamino-carboniltriazolinonas y sulfonilareas), (Anzalone, 2008;
Ferguson et al., 2001). Por otro lado, de acuerdo a Duke y Dayan (2001) y
Anzalone et al., (2006), el efecto inhibidor de dicha enzima produce en la planta
una interrupcion de la mitosis, reduccion en los niveles de aminoacidos de cadena
ramificada, incrementos en los niveles de a-ketobutirato, aumento en los niveles
de antocianinas, interrupcion del metabolismo de aminoéacidos, paralizacién del

crecimiento, disminucion de la sintesis de ADN y la muerte.

La resistencia a herbicidas pertenecientes a estos grupos se ha constituido en los

altimos afios en un serio problema puesto que la aparicion de biotipos resistentes
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puede ocurrir en periodos relativamente cortos (Saari et al., 1994), Devine y
Preston (2000), sefialaron que el rapido incremento de la resistencia a los
herbicidas inhibidores de la ALS se debe en parte a la alta frecuencia de mutacion
sobre el sitio de accion de la enzima, no obstante, también se ha reportado que el
mecanismo de resistencia no asociado al sitio de accion como el aumento en la
tasa de metabolizacidén del herbicida puede influir en la generacién de resistencia
a estos herbicidas. (Corbett y Tardif, 2006; Devine y Shukla, 2000).

De acuerdo a Boutsalis et al., (1999); Bernasconi et al., (1995); y Gulttieri et al.,
(1992), la ocurrencia del mecanismo de resistencia basada en la modificacion del
sitio de accién del herbicida se debe a la sustitucion de un solo nucle6tido en el
gen de la ALS, dicha sustitucion modifica la secuencia de aminoacidos en la
enzima ALS vy diversos estudios de herencia en malezas resistentes a inhibidores
de la ALS (por ejemplo en Lactuca serriola, Kochia scoparia y Sonchus oleraceus)
mostraron que la resistencia es conferida por un solo gen nuclear con variaciones
en el grado de dominancia, pudiendo presentarse dominancia completa o
incompleta (Boutsalis et al., 1999, Boutsalis y Powles, 1995; Thompson et al.,
1994; Mallory-Smith et al., 1990).

9. El Citocromo P450 vy su papel en la resistencia a herbicidas

El complejo citocromo P450, es una super familia de hemoproteinas de funcion
catalitica, ampliamente distribuido en animales, plantas y protistas (Black y Coon,
1986), pudiendo localizarse en diferentes tejidos dentro de un mismo organismo
(Guengerich, 2013). Existe una amplia variedad de formas de las enzimas P450, el
tamafio de las mismas puede variar de 45 a 62 kDa y se presentan grandes
diferencias en la secuencias de aminoacidos entre los diferentes tipos de P450,
llegando en algunos casos a tener una similitud en dicha secuencia de apenas
16% (Anzalone, 2008).

Las principales enzimas P450 funcionan como monoxigenasas, utilizando

electrones del NADPH para activar el oxigeno y reaccionar con sustratos
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hidrofébicos para producir compuestos mas hidrofilicos, por lo que la reacciéon de
este sistema enzimatico implica la incorporacibn de un atomo de oxigeno
molecular (O,) al sustrato, mientras el otro es reducido a H,O por el NADPH
(Siminszky et al., 1995; Yu et al., 2004; Anzalone, 2008). Su implicaciéon en la
resistencia a herbicidas se demostr6 mediante experimentos con inhibidores de
P450 como piperonilbutoxido y malathion, (insecticidas organofosforados), los
cuales son metabolizados por la citocromo P450, generando un reactivo
intermediario del metabolismo que inhibe a la misma. (Gressel, 1990; Baerg et al.,
1996; Kreuz y Fonné-Pfister, 1992; Christopher, et al.; 1994; Yu et al., 2004). El

mecanismo de accion de estas enzimas se resume en la figura 2

P450> NADH
[
- XH v
0 | FAD |
NADPH | FAD 2 FAD

FMN |

| Citocromo b5

P4s0>
XH € FAD g NADPH

FMN
Ed
o P ‘\% XH

X-OH

¥H = sustrato inicial, X-0OH = sustrato transformado

Figura 2 Mecanismo de accién del P450 (Anzalone 2008)

Anzalone (2008), destaca que las enzimas P450 monooxigenasas también
intervienen en la biosintesis de compuestos importantes en la planta como
hormonas, fenilpropanoides, acidos grasos y terpenoides, a través de un amplio
rango de reacciones que incluyen la dimerizacion, deshidratacion e isomerizacion;
ademas actian como enzimas desulfurasas en el metabolismo de insecticidas

organofosforados.

La gran diversidad de formas del P450 hace pensar que estas enzimas son la

mayor clase de proteinas presentes en plantas, sin embargo, dado que aun se

25



desconoce la mayoria de las funciones de los genes P450 estudiados, algunos
autores como Anzalone (2008), indican que es probable que el metabolismo de los
herbicidas en las plantas se produzca por el ajuste fortuito de este en el sitio activo
de las P450 que estan envueltas en el metabolismo secundario. EI mismo autor
seflala que muchas enzimas P450 que intervienen en rutas de biosintesis del
metabolismo secundario son capaces de utilizar diversos herbicidas como
sustratos independientemente de la familia quimica de estos y que un mismo
herbicida puede ser metabolizado por diferentes formas de P450. Por todo lo
anterior, determinar cual tipo de enzima P450 es responsable en la metabolizacion
de un herbicida en particular es extraordinariamente dificil en especial en

experimentos in vivo (Gonzalez-Mendoza, 2007; Anzalone, 2008)

A través de diversas investigaciones se ha encontrado que la metabolizacion
diferenciada de herbicidas por la P450 puede producir que algunos cultivos sean
mas tolerantes que otros a determinados herbicidas, en otras palabras la accion
de la P450 puede definir la selectividad de un herbicida entre especies, ello se ha
comprobado a través del uso tanto de productos inhibidores de la P450 como de
productos que estimulen su accién, siendo algunos utilizados como sinergistas y
otros como antidotos de herbicidas. Un ejemplo de ello son algunos insecticidas
organofosforados (como el malatién o el terbufos y sus metabolitos), cuya accién
inhibidora sobre el P450 disminuye la tolerancia de ciertas especies al herbicida
(Anzalone, 2008)

Forthoffer (2001), report6 que la tolerancia natural de las especies vegetales a los
herbicidas se basaba principalmente en la habilidad diferencial de la planta para
desintoxicar el herbicida mediante la participacion de las enzimas del P450,
mientras que Koeppe et al., (2000), establecié que en aquellos casos de tolerancia
del maiz a algunas sulfonilureas el P450 tenia una funcién clave en la rapida

transformacién del herbicida en compuestos no téxicos para la planta.
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De acuerdo a Spider y Vidal (2001) asi como Fonne Pfister et al., (1990), la
tolerancia del maiz al nicosulfuron, viene dada gracias a la rapida detoxificacion

por la accién de la P450 en reacciones de hidrélisis y glicolisis.

Frey et al., (1995), afirmaron que el maiz presentaba un amplia variedad de genes
de P450 y segun lo reportado por Kreuz et al., (1996), la molecula del nicosulfuron
es metabolizada a través de reacciones de hidrdlisis por el citocromo P450 en la

fase | de la reaccion de detoxificacion en este cultivo.

10.- Resistencia/tolerancia al nicosulfurdn

El nicosulfurén es un herbicida post-emergente, sistémico y altamente selectivo en
maiz (Beyer, 1988), perteneciente al grupo de las sulfonilureas. Su ingrediente
activo actia sobre la enzima acetolactato sintetasa (ALS), controlando
eficazmente un amplio nUmero de especies de gramineas anuales y algunas hoja
ancha (Siminszky et al., 1995, Hernandez y Mejia, 1996), siendo utilizado de

manera regular para el control de malezas en maiz desde 1989 (Mejia, 1993).

El nicosulfuron es absorbido tanto por via foliar como radicular, inhibiendo el
crecimiento de malezas susceptibles, traslocandose con rapidez hacia los tejidos
meristematicos y no es compatible con insecticidas fosforados. Los principales
sintomas de toxicidad en las plantas como decoloracién, enrojecimiento del follaje,
necrosis de los tejidos y finalmente muerte de plantas sensibles, se manifiestan de
1 a 3 semanas después de la aplicacién, dependiendo del estado de desarrollo la

misma y la susceptibilidad que presenten (Oredefana, 1994; De Lifian, 2004).

Diversos estudios relacionados con la resistencia de las malezas al nicosulfuron,
han encontrado que aunque dicha resistencia esta influenciada por el metabolismo
de las plantas, la mutacion en el sitio de accion del herbicida es un factor de vital
importancia en aquellos biotipos catalogados como resistentes. En ese sentido,

Gamez (2013), caracteriz0 enzimatica y metabolicamente la resistencia a
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nicosulfuron de la maleza Rottboelia cochinchinensis (Lour) W.D.Clayton,
confirmando su existencia en el biotipo “Gomez”, donde ademas de observar la
insensibilidad de la ALS al nicosulfurén, descartd la resistencia por metabolismo

acelerado en el mencionado biotipo.

En el cultivo del maiz, la selectividad a las sulfonilureas viene dada por la rapidez
de las plantas para transformar el herbicida en compuestos no téxicos gracias a la
accion del complejo enzimatico citocromo P450 monoxigenasa (Siminszky et al.,
1995). Sin embargo, esta selectividad no es absoluta en la especie y se han
observado importantes diferencias en la tolerancia de distintos cultivares de maiz
al nicosulfuron a través de estudios como los realizados por Morton (1992), quien
report6 diferencias entre los niveles de tolerancia de distintos genotipos de maiz a

la sulfonilUreas.

Green et al., (1993), realizaron un estudio genético probando diferentes hibridos
de maiz y lineas progenitoras con los herbicidas nicosulfurén, primisulfuron y
thifesulfuron, encontrando una tolerancia diferencial que dependia del material en
el caso de los hibridos. Agregaron ademas, que al cruzar lineas susceptibles con
lineas tolerantes se obtienia una generacion filial tolerante por lo que consideraron

gue dicha tolerancia era aportada por un gen semidominante.

Mejia (1993), reporta una mayor sensibilidad al nicosulfurén en hibridos dobles de
maiz amarillo que en hibridos dobles blancos. Posteriormente, Herndndez y Mejia
(1996), obtuvieron disminuciones de peso seco entre el 14 y el 35%, en plantas de
un hibrido doble de maiz amarillo debido al tratamiento con nicosulfurén, mientras
que en el hibrido doble blanco la disminucion fue apenas del 4%. Asi mismo,
demostraron que el nicosulfuron aplicado sélo o en mezcla ocasioné significativas
disminuciones en la altura y el peso seco en plantas de cuatro hibridos dobles de
maiz, y adicionalmente redujo el rendimiento de granos entre 10 y 34 %
(Hernandez y Mejia, 2000).
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Spider y Vidal (2001), afirmaron que el nivel de tolerancia de los hibridos de maiz
asi como la selectividad del nicosulfuron dependia del estadio de desarrollo de la
planta al momento de la aplicacién del herbicida, afirmando que el momento

idoneo es el estadio V6.

Mejias (2004), estudié la tolerancia al nicosulfuron en siete hibridos tropicales de
maiz amarillo, encontrando dos materiales visiblemente afectados por el herbicida
y obteniendo resultados prometedores relacionados con resistencia en otros dos
los cuales presentaban la misma linea parental. Posteriormente Gonzéalez (2005)
estudio la tolerancia en siete hibridos de maiz amarillo a la mezcla de
thifensulfuron + rimsulfuron, encontrando que los materiales SK-247, SK-421 vy el
hibrido HTS3 presentaron alta tolerancia a dichos herbicidas y que los materiales
experimentales HT4, HT5, HT6 fueron altamente susceptibles, reportando ademas
que tanto los materiales tolerantes como el mas susceptible presentaron

resultados muy similares en un estudio previo con el mismo herbicida.

Adames (2008), evalu6é la tolerancia de 7 cultivares de maiz amarillo al
nicosulfurén, encontrando que solo dos de estos mostraron problemas de

fitotoxicidad.

Estudios realizados por Barrett et al., 1997; Green y Ulrich, 1993; y Kang, 1993,
demostraron que la susceptibilidad al nicosulfuron en el maiz dulce, era

condicionada por un solo gen recesivo designado con los nombres nsfl o benl.

Williams et al., (2006) reportaron que el alelo dominante Nsfl, proveniente de una
linea endocriada tolerante al nicosulfuron (conocida como B73), habia sido
secuenciado y localizado en el cromosoma 5S. Dicho alelo, se ubicaba en el
segundo locus en un cluster de 4 genes muy cercanos entre si, los cuales

mostraron homologias con los genes del citocromo P450, (genes CYP).
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Pataky et al., 2006b; Nordby et al., 2008 y Williams y Pataky, 2008, confirmaron
que la susceptibilidad o tolerancia del maiz dulce a diversos herbicidas
metabolizados por el citocromo P450, era una caracteristica de herencia simple, y
que los alelos ubicados en un solo locus del citocromo P450 o en un grupo de
varios loci estrechamente ligados en el extremo corto del cromosoma 5S, eran los
responsables de condicionar la respuesta de los cultivares de maiz dulce a
diversos herbicidas incluyendo: bentazon, carfentrazone, dicamba + diflufenzopyr,
foramsulfuron, imazethapyr, mesotrione, nicosulfuron, primisulfuron, rimsulfuron y

tembotrione.

Pataky et al., (2008), realizaron un estudio sobre niveles de tolerancia de 149
hibridos de maiz dulce en funcion a la presencia de alelos que condicionaban
tolerancia o no del material a los herbicidas nicosulfuron, foramsulfuron y
mesotrione. A partir de diversos cruzamientos observaron tolerancia diferencial a
los mismos, y separaron estos materiales en 3 grupos: 95 materiales con alelos
homocigotas (dominantes) para la tolerancia, 47 heterocigotas que mostraban un
alelo para tolerancia y otro para susceptibilidad y 2 homocigotas (recesivos) para

susceptibilidad.

Los resultados obtenidos por estos investigadores, mostraron una alta
susceptibilidad en los individuos con alelos homocigotas (recesivos) para esta
condicién, una tolerancia intermedia para aquellos individuos heterocigotas y una
alta tolerancia para los materiales con alelos homocigotas (dominantes) para dicha
condicion. Esto permitié concluir que la tolerancia al nicosulfurén en estos maices

estaba gobernada por alelos ubicados en un solo locus.

En el 2009, Pataky y colaboradores confirmaron la existencia de tolerancia
diferencial de dafio al nicosulfuron y mesotrione entre diferentes lineas
endocriadas e hibridos de maiz dulce, demostrando ademas, que dicha tolerancia
era de dominancia parcial y de herencia simple. Asi mismo, observaron la

presencia de genes modificadores, que podrian explicar los diferentes niveles de
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dafio a los cultivares en los diversos ambientes en que se desarrollan.
Adicionalmente, encontraron materiales susceptibles a nicosulfuron, mesotrione y

bentazon pero asociados a otro gen mayor, diferente al encontrado inicialmente.

Torcatt, (2010), evalué bajo condiciones de invernadero la fitotoxicidad del
herbicida nicosulfurén sobre los hibridos comerciales de maiz amarillo Dow
2B710, Dow 2B688, la variedad CENIAP DMR vy el hibrido de maiz blanco H-2020,
encontrando que el nicosulfurén no producia dafio significativo en ninguno de los

materiales estudiados.

11.Pruebas utilizadas para caracterizar resistencia a los inhibidores de la
ALS

Con el paso del tiempo y los avances de la tecnologia, se han desarrollado
diferentes métodos de diagndéstico que permiten caracterizar adecuadamente la
resistencia a herbicidas. En ese sentido, Corbett y Tardif (2006) sefialaron que
entre las pruebas de diagnéstico disponibles para detectar resistencia a los
herbicidas inhibidores de la ALS se encontraban: las llamadas pruebas de
respuesta a dosis, las pruebas basadas en la actividad de la enzima y las pruebas

basadas en ADN, las cuales describen a continuacion:

11.1 Prueba de respuesta a dosis

Se basa en la comparacion entre la respuesta de un biotipo susceptible y uno
resistente a diferentes dosis de herbicida, para ello, usualmente se selecciona un
cierto numero de dosis (entre 6 y 8), que varian desde una dosis baja hasta una

normalmente letal para plantas susceptibles (Heap, 1994; Beckie et al., 2000).

La respuesta a estas dosis es evaluada de manera visual y la resistencia se
confirma si dicha respuesta es estadisticamente diferente entre los biotipos
evaluados (Beckie et al., 2000). Los resultados obtenidos suelen analizarse

mediante modelos de regresion no lineal entre ellos el modelo log-logistico, el cual
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segun Seefeldt et al., (1995), es uno de los mas apropiados para los analisis de

los estudios de respuesta a dosis.

11.2 Pruebas de la actividad de la enzima

Existen distintos ensayos cuya finalidad es la medicion de la actividad de la ALS
extraida en presencia de algun inhibidor, tales como los desarrollados in vitro para
medir la acumulacion de acetoina, la cual absorbe luz en mas o menos 525 nm,
pudiendo ser cuantificada con un espectrofotometro. En una planta susceptible la
cantidad de acetoina sera minima mientras que en una planta resistente ocurrira lo
contrario (Ray, 1984; Chaleff y Mauvais, 1984; Shaner et al., 1984; Westerfeld,
1945: Hall et al.,, 1998). Este método ha sido aplicado para la deteccién de
resistencia en Galiumspurium (Hall et al., 1998), Amaranthus rudis (Hinz y Owen,

1997) y Kochiascoparia (Kwon y Penner, 1995).

Estos ensayos suelen ser bastante complicados y requieren de largo tiempo, por
lo que han sido modificados inhibiendo la enzima KARI para forzar la acumulacion
de acetoina. Este tipo de modificacion ha sido utilizada para la caracterizacion de
la resistencia a herbicidas en Abutilon theophrasti, Xanthium strumarium,
Amaranthus hybridus, Zea mays, Sorghum bicolor, Glycine max (Taylor et al.,
1996; Simpson et al., 1995; Gerwick et al., 1993), asi como en Bidens pilosa y
Amaranthus quitensis (Monqueiro et al., 2003). En todos los casos se us6 CPCA

(acido 1,1-ciclopropanodicarboxilico) como inhibidor de la KARI.

11.3 Pruebas basadas en ADN

Desde hace poco mas de 20 afos, los estudios genéticos basados en el ADN de
las especies se han visto fortalecidos gracias al auxilio de una serie de técnicas
gue generan sefaladores de diferentes regiones del genoma conocidos como
marcadores moleculares, disefidndose diversas pruebas de acuerdo al tipo de

marcador a utilizar (Picca et al., 2004).
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La mayoria de estas técnicas estdn basadas en la llamada reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), la cual amplifica exponencialmente
una region de ADN. Para ello se utiliza la enzima taq polimerasa, dos cebadores,
nucleotidos y catalizadores como el magnesio, mas la repeticion de ciclos de
temperatura, con la finalidad de lograr los procesos de desnaturalizacion, sintesis
y polimerizacion, que llevan al aumento exponencial del nimero de segmentos

replicados (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

Dentro de los diversos tipos de marcadores moleculares utilizados en el estudio
genético de las especies vegetales tenemos a los RAPD, también conocido como
ADN polimorfico amplificado al azar. Esta técnica ha sido descrita en detalle por
numerosos autores (Williams et al., 1990; Hinrichsen et al., 1996) y se basa en la
metodologia de la PCR, utilizando un solo iniciador o “primer” el cual puede unirse
al azar a las secuencias complementarias ubicadas en diferentes regiones del
genoma (Waugh et al., 1992), desconociéndose la secuencia de ADN que se va a

amplificar.

Estos marcadores fueron sugeridos por primera vez por Williams et al., (1990),
recomendando el uso de iniciadores de diez nucleétidos de longitud, con una
composicién de guanina y citosina mayor del 50%, los cuales se alinean con el
ADN gendmico y se aparean de manera ciclica, gracias a la temperatura, se
sintetizan bandas de 200 a 2000 pb por la accion de una enzima ADN polimerasa
termoestable (Williams et al., 1990, Klein-Lankhorst et al., 1991, McDonald et al.,
1994).

Los fragmentos amplificados se despliegan segun su peso molecular durante la
electroforesis en agarosa o0 poliacrilamida, algunos de ellos pueden ser
“genotipicoespecificos” y por tanto (tiles para determinar la identidad varietal
(Zhang et al., 1996), asi como para el fitomejoramiento asistido por marcadores

moleculares.
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Los polimorfismos entre genotipos se manifiestan por la presencia o ausencia de
una o mas bandas por lo que se consideran dominantes (Williams et al., 1990,
Penner 1996), de manera que no es posible distinguir si se trata de un locus
heterocigético u homocigético (Valadez y Kahl 1999). Las bandas diferenciales
entre genotipos se originan por el cambio de un par de bases, por rupturas y
fragmentaciones estructurales, por deleciones que modifican o eliminan el sitio de
inserciobn del iniciador o por translocaciones que separan los sitios de
acoplamiento del iniciador a una distancia mayor a 2500 nucledtidos, a la cual ya

no hay amplificacién (Xena, 2000).

Narvaez et al., (2000), sefalaron que las ventajas de los analisis con RAPD
estriban en su simplicidad y bajo costo, pero agregan que al ser un marcador de
tipo dominante no es posible discernir sobre la heterocigocidad de
los loci observados, adicionalmente, la reaccién es muy sensible a las condiciones
de amplificacibn y a la calidad y concentracion del ADN, pudiendo influir
notablemente en la reproducibilidad del método. La estimacion de las frecuencias
alélicas en los andlisis de RAPD, se debe hacer de manera indirecta, asumiendo

el equilibrio de Hardy-Weinberg (Aagaard et al., 1998).

Lanza et al., (1997) evaluaron la diversidad genética de 18 lineas mejoradas de
maiz, determinando la correlacién entre distancia genética y el comportamiento de
hibridos simples a través de marcadores RAPD. Posteriormente, Gutiérrez et al.,
(2009), realizaron una comparacion molecular de identidad genética en maices de
distinta edad, encontrando que los marcadores RAPD permitieron una clara
diferenciacion de edades y genotipos genéticamente relacionados entre y dentro
de las lineas, mientras que Hernandez et al., (2010), utilizaron marcadores RAPD
y microsatélites para evaluar y caracterizar la divergencia genética de lineas

parentales de hibridos de maiz.
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12. indices de Tolerancia

Desde hace varios afos, se recomienda la utilizacion de indices de tolerancia a

diversas clases de stress ya que los mismos permiten detectar que parte de la

diferencia en rendimiento se debe a una condicidon de stress particular, pudiendo

asi identificar genotipos tolerantes (Saba et al., 2001). Aunque originalmente se

les conoce como indices de tolerancia a sequia, estos son utilizados de manera

genérica como Indices de tolerancia a stress, entre los cuales tenemos:

a)

b)

indice de susceptibilidad a la sequia (ISS): propuesto por Fischer

y Maurer (1978), en el cual Ys representa el rendimiento de cada
genotipo bajo condiciones de estrés hidrico, Yp es el rendimiento
bajo condiciones de irrigacién y Ysy Yp representa los promedios del
rendimiento experimental de todos los genotipos creciendo bajo
condiciones de estrés y sin estrés, respectivamente. Los valores mas
bajos de ISS indica baja susceptibilidad de genotipos al estrés
hidrico, en otras palabras significa mayor tolerancia al estrés por

sequia. La formula del ISS es:

ISS= 1 YS/ 1 's
B Yp Yp

indice relativo a la sequia (RDI): desarrollado por Fischer y Maurer

(1978). Se calcula de acuerdo a la relacion del rendimiento de cada
genotipo bajo condiciones de estrés (Ys) y bajo condiciones optimas
de irrigacion (Yp), asi como a la relacién del rendimiento promedio de
todos los genotipos bajo condiciones de estrés (Ys) y bajo optimas
condiciones (Y p). Si el indice arroja valores por encima de 1 indica
que el genotipo deberia tener mayor tolerancia relativa a la sequia.

Caso contrario, ocurre cuando los valores se encuentran por debajo
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d)

de 1 indicando mayor susceptibilidad relativa bajo condiciones de

estrés. La formula del RDI es

Yo O
RDI= = ) =
YP DF’

indice de tolerancia (TOL): representado por la diferencia entre el

rendimiento de cada cultivar bajo condiciones de 6ptima irrigacion
(Yp) y estrés hidrico (Ys). Este indice fue propuesto por Rosielle y
Hamblin en 1981. Si la diferencia entre Yp y Ys es amplia, los valores
de TOL deberian incrementarse indicando que el cultivar es mas
sensible a la sequia, por lo que la férmula del TOL seria:

TOL = Yp — Y

indice de la media aritmética (MP): El cual se refiere al rendimiento

promedio de cada genotipo bajo las condiciones éptimo (Yp) y estrés
(Ys). Fue propuesto por Rosielle y Hamblin en 1981 y su formula es:

Yo + Ys
2

indice de tolerancia a estrés (ITS): Presentado por Fernandez

(1992). donde, Ys es igual al rendimiento bajo condiciones de estrés
hidrico, Yp es el rendimiento bajo condiciones de irrigacién y Yp?
viene siendo el promedio del rendimiento experimental de todos los
genotipos creciendo bajo condiciones de irrigacion. Valores alto de
ITS indica que los genotipos tienen alta tolerancia a la sequia.

ITS= Yp=xYs [Yp?
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f) Indice de la media geométrica (GMP): Introducido por Fernandez

(1992), el mismo es calculado mediante la siguiente formula

GMP= Y, (Yo

De esta gama de indices, los mas utilizados son el indice de susceptibilidad (ISS),

el indice de tolerancia al estrés (ITS) y la tolerancia (TOL) (Saba et al., 2001).

13.Hormesis

La hormesis es un concepto bioldgico relacionado directamente con el fenbmeno
de dosis-respuesta y se refiere al proceso mediante el cual la exposicién a dosis
bajas de un agente quimico que es dafiino a dosis altas, induce una respuesta
adaptativa y/o un efecto benéfico en los organismos expuestos a estas (Rattan,
2004; Calabrese, 2008; Hoffman, 2009)

De acuerdo a Belz y Duke (2014), el término hormesis fue sugerido por Paracelsus
hacia 1493, al afirmar que “todas las sustancias son toxicas y ninguna es toxica;
es la dosis la que determina la toxicidad”. Posteriormente, Schulz (1887, 1888),
observé en los procesos de fermentacion con levaduras, que la aplicacion de
agentes toxicos en bajas concentraciones estimulaban la produccion de CO2
mientras que al aplicarse en dosis altas la inhibian. Sin embargo, el término fue
utilizado formalmente por primera vez por Southam y Ehrlich (1943) cuando
demostraron que dosis bajas de un extracto fendélico de cedro rojo aumentaban el

metabolismo de los hongos de la madera, mientras que dosis elevadas lo inhibian.

Con la finalidad de aclarar las dudas existentes en relacion a una adecuada
definicion de la hormesis, Calabrese y Baldwin (2002) sefialaron que dicho
fendbmeno era un tipo de respuesta adaptativa de las especies y que ademas, era
de tipo bifasico, ya que exhibe tanto estimulacion a bajas dosis como inhibicion a
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altas dosis. Ambas condiciones (estimulacién e inhibicidon) deben estar presentes
para satisfacer la definicion. Sefialaron ademas que la hormesis puede inducirse

de manera directa o indirecta.

13.1 Hormesis en la Agricultura

Calabrese y Baldwin (1998), afirmaron que los herbicidas (aplicados en dosis
bajas o subletales) podian estimular parametros biolégicos como la sobrevivencia
y reproduccion en cultivos, ademas de incrementar respuestas tanto metabdlicas
como fisioldgicas entre las cuales mencionan el consumo de oxigeno, la tasa
fotosintética, la regeneraciébn de tejidos, la respuesta inmunologica y la

germinacion de semillas entre otros.

Duke et al.; (2006), reportaron que el beneficio de las dosis bajas de un quimico
sobre un organismo era algo bastante complejo siendo aplicable Unicamente en
situaciones muy particulares, asegurando ademas que la hormesis no pretende
predecir si un efecto es bueno o malo para un organismo sino, mas bien, un
indicador de la existencia de un estimulo para un parametro especifico

determinado.

A pesar de ello, Calabrese (2008), afirmo6 que para ese entonces existian grandes
vacios en la informacién sobre el efecto hormético de los herbicidas en las plantas
debido a una combinacion de diversos factores, predominantemente relacionados
con la aplicacion de disefios experimentales no apropiados para la evaluacion del
fendbmeno. Adicionalmente, refirié que la idea de un efecto beneficioso asociado al
concepto de la hormesis resultaba dificil de definir ya que la relacion de la dosis-
respuesta era frecuentemente observada en relacién a un escenario especifico y

relativo, es decir que existia cierta subjetividad en su determinacion.

Appleby (1998), afirm6é que para ese momento se habian llevado a cabo

numerosos estudios de hormesis utilizando insecticidas, herbicidas, fungicidas,
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antibioticos y solventes de laboratorio. Algunos de estos estudios han estado
orientados especificamente hacia las respuestas metabdlicas y fisiologicas de las
plantas al ser expuestas a dosis bajas de herbicidas, al punto tal de que el MCPA
(uno de los primeros herbicidas), fue desarrollado con la finalidad de incrementar
el rendimiento en las cosechas (Allen, Downes, Mees y Springett, 1978; Duke et
al., 2006)

En ese sentido, vale la pena mencionar los trabajos desarrollados por Wiedman y
Appleby (1972) quienes estudiaron el efecto de 16 herbicidas sobre el aumento de
biomasa en cultivos de avena (Avena sativa, L.) y pepino (Cucumis sativus, L.),
evidenciando un efecto de hormesis sobre el crecimiento de la raiz asi como un
aumento del peso seco en ambas especies al aplicar dosis subletales de
herbicidas inhibidores del fotosistema I, obteniendo resultados estadisticamente

significativos con 13 de ellos.

Velini, Alves, Godoy, Meschede, Souza y Duke (2008), observaron que el glifosato
inducia un efecto de hormesis en diversos cultivos como: soya, café, sorgo y maiz
(entre otros), evidenciando un incremento en el peso seco de las plantas al ser
expuestas a dosis subletales de dicho herbicida asi como también un aumento en
la concentracion del acido siquimico en los cultivos de soya y maiz, incrementando

la inhibicion de la sintesis de aminoacidos aromaticos en estas plantas.

Asi mismo Wagner, Kogan y Parada (2003) estudiando el efecto fitotéxico del
glifosato en el maiz (Zea mays L.), evidenciaron un aumento en el peso himedo
en plantas cuya absorcién radicular del herbicida fue menor a los 0.6 pg. La
absorcion del herbicida en cantidades mayores produjo efectos fitotdxicos como la
inhibicion del crecimiento y clorosis, demostrandose una respuesta bifasica sobre

el sistema.

Segun Urbizo (2011), los ejemplos anteriores indican que el concepto de hormesis

es un fendbmeno que ha sido documentado en plantas, siendo generalizable e
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independiente de la especie, el fendmeno evidenciado y la clase de agente toxico
con el que se pruebe, por lo cual estudid el efecto hormetico sobre el cultivo de
caraota (Phaseolus vulgaris) en Guatemala, encontrando que la aplicacion de
dosis subletales del herbicida Paraquat produjo un aumento efectivo del area foliar
de las plantas, atribuible a la hormesis puesto que, se evidencio un estimulo en los
valores del indice de Area Foliar (IAF) utilizado como parametro bioldgico en el
estudio, de igual modo, afirma que la presencia de la caracteristica bifasica tipica
del fendmeno hormético, y el hecho de que ésta mostrase un poder estadistico
significativo, demostr6 que la dosis-respuesta evidenciada fue debida a una
estimulacién real y no producto de la variabilidad normal en el pardmetro bioldgico
utilizado.

Belz y Duke (2014), afirmaron que la hormesis inducida a través de la utilizacion
de bajas dosis de herbicidas en las plantas era un fendmeno real que debia ser
tomado en cuenta en la agricultura. Sin embargo, Aclara que dicho fenbmeno no
ha sido aun del todo comprendido, asegurando que el mismo es el resultado de la
interaccidn entre la exposicion de las plantas a dosis bajas de herbicida y la
influencia de diversos factores, por lo cual no podia considerarse al herbicida
como el inductor directo del efecto hormetico puesto que los resultados no son del
todo consistentes para todas las situaciones y ambientes, lo cual afecta su estudio
tanto en el laboratorio como en campo y por ende su utilizacion como estrategia

comercial en la agricultura.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron 16 materiales de maiz amarillo, los hibridos SK-5007, SK-5071, SK-
5050, H-62A19, H-3005 y sus respectivos progenitores. Se utiliz6 como testigo
hibrido P-3031. La

identificacion de los materiales en la parcela experimental, el tipo de cruce y la

susceptible tanto en campo como en laboratorio el
notacion utilizada se muestran en el Cuadro 2, donde L= Linea Endocriada, H=
Hibrido y T= tratamiento, siendo el P-3031 el testigo susceptible y el H-3005 el

testigo tolerante.

Cuadro 2. Identificacién, tipo de material y notacion del material vegetal utilizado en los
ensayos de toleracia de cultivares de maiz al nicosulfuron.
Genotipo Tipo de material Parentesco Nota.ci()n o
la Figura 2

1 Madre SK-5007 Hibrido Simple Madre de T3 (Igual a T4) T1

2 Ppadre SK-5007 Hibrido Simple Padre de T3 T2

3 SK-5007 Hibrido Doble Hibrido Doble T3

4 Madre SK-5050 Hibrido Simple Madre de T6 (Igual A T1) T4

5  Padre SK-5050  Linea Endocriada Padre de T6 (Madre de T2) TS

6 SK-5050 HibridoTrilineal Hibrido Trilineal T6

7 Madre SK-5071  Linea Endocriada  \adre de T9 (Madre de T1y T4) 7

8  Padre SK-5071  Linea Endocriada Padre de T9 T8

9 SK-5071 Hibrido Simple Hibrido Simple T9

10 Madre H-62A19  Hibrido Simple Madre de T12 T10

11 padre H-62A19 Hibrido Simple Padre de T12 Ti1

12 H-62A19 Hibrido Doble Hibrido Doble Ti2

13 Madre H-3005 Hibrido Simple Madre de T15 T13

14 padre H-3005  Linea Endocriada Padre de T15, (Madre de T11) Ti4

15 H-3005 Hibrido Trilineal Hibrido Trilineal T15

16 P3031 Hibrido Doble Hibrido Doble (Testigo) T16

41



Evaluacion del efecto de la aplicacion de nicosulfuron en la fenologia vy

productividad de progenitores e hibridos de maiz amarillo en campo

Ubicacion del ensayo

La fase de campo se realiz6 en la parcela experimental de SEHIVECA, ubicada en
la carretera Flor Amarillo-Guigue, asentamiento El Olivo, sector Flor Amarillo,
Municipio Los Guayos, colindando con el Municipio Carlos Arvelo km 5, Estado
Carabobo, coordenadas N 10°72°52”- W 67°57'52”. La fase de laboratorio se
realiz6 en 2 etapas, la primera de ellas en el Invernadero del Instituto de
Agronomia, Laboratorio de Control de Malezas y la segunda en el Laboratorio de
Genética Molecular-CIBA (Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola),
ambos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela,

Maracay, Estado Aragua.

Siembra

El suelo de la parcela experimental de SEHIVECA, se caracteriza por ser de
textura franco arcillosa, pH alcalino (7,6), Calcio alto (6.200 ppm) y alta
conductividad eléctrica (2,29 mmhos/cm). Después de la preparacion del terreno,
se efectud la siembra en camellones, con 4 hileras de 6 m de longitud, separadas
a 0,8 m, colocando 2 semillas por punto, a una distancia de 0,2 m entre plantas,

con raleo a 1 planta por punto a los 15 dias después de siembra.

Control de malezas

Al momento de la siembra, se aplicaron los herbicidas pre emergentes DualGold®
(metolacloro) y Triazol® (atrazina) en dosis de 2 y 2,5 | ha™ respectivamente.

Posteriormente se efectud control manual de la maleza, para eliminar los escapes.
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Control de insectos plagas

Se realizO una aplicacion de Karate® (lambdacihalotrina) + Atabron®
(clorfuazuron) a los 17 dias después de la siembra (dds) a una dosis de 0,5 | ha™ly
0,5 | ha™, respectivamente. Posteriormente a los 31 dds se aplic Karate® a razén
de 0,5 | ha™ y por dltimo una aspersién con Lannate® (metomilo) a razén de 1,5 |
ha™ a los 45 dds.

Rieqgo: Por lo tardio de las lluvias, se complementd la humedad necesaria, con

riego por surcos.

Fertilizacion

Se aplico fertilizante a los 17 dias después de la siembra de formula 10:20:20 a
razon de 400 kg ha™. Se realizé6 un reabonamiento a los 30 dias después de la

siembra con 200 kg ha* de férmula 10:20:20 + 200 kg ha™ de urea perlada.

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental de tipo Alfa Latice, con arreglo en parcelas

divididas, donde las parcelas principales fueron:

e Parcela Principal 1: Sin aplicacién de nicosulfurén.
e Parcela Principal 2: Aplicacién de nicosulfurén (Dosis 37,5 g i.a. ha™, Maxima
recomendada por el fabricante).

e Parcelas Secundarias: Genotipos.

Parcela Experimental

Consté de las 2 hileras centrales de 6 m de largo, separados a 0,8 m entre ellas
(9,6 m?).
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Distribucion en Campo

Los hibridos SK-5007, SK-5071, SK-5050, H-62A19, H-3005 y sus respectivos
progenitores, ademas del testigo susceptible, fueron distribuidos en campo acorde
al disefio experimental y arreglo escogido tal como se muestra en la Figura 3,
donde la parcela principal 1 se representa como el area sombreada y la parcela
principal 2 como el area sin sombrear. Adicionalmente, T representa a los
genotipos y R a la repeticion. La unidad experimental consta de 4 hileras de 6 m

de largo cada una.

T3 7 T13 T12 T6 T13 9 T4 T9 T16 T13 5
(P32) | P31) | (P30) | (P29) (P64) | (P63) | (P62) | (P6L) (P96) | (P95) | (P94) | (P93)
T1 T10 T2 T9 Ti5 T16 7 T14 T10 T3 T8 T12
(®P25) | (P26) | (P27) | (P28) (P57) | (Ps8) | (P59) | (P60) (P89) | (P0) | (P91) | (P92)
Ti5 Ti1 6 T8 5 T8 T12 T1 T4 T1 T11 T14
P24) | ®P23) | (P22) | (P21) (P56) | (P55) | (P54) | (P53) (Ps8) | (P87) | (P86) | (P85)
T16 T4 Ti4 TS5 T10 Ti1 T2 T3 7 T6 T2 Ti5
®P17) | ®P18) | (P19) | (P20) (P49) | (P50) | (P51) | (P52) (P81) | (P82) | (P83) | (P84)
T16 Ti5 Ti4 T13 Ti1 T6 T8 T1 T13 Ti5 T3 Ti1
(P16) | (P15) | (P14) | (P13) (P48) | (P47) | (Pa6) | (P45) ®80) | ®79) | P78) | (P77)
T9 T10 Ti1 T12 5 T9 T3 T13 T16 5 T10 7
(P9) (P10) | (P11) | (P12) (P4a1) | (Pa2) | (P43) | (P4a4) ®73) | P74y | P75 | (P76)
T8 T7 6 5 Ti5 7 T4 T12 T2 T14 T1 T6
(P8) P7) (P6) (P5) (P40) | (P39) | (P38) | (P37) ®72) | P71) | (P70) | (P69)
T1 T2 T3 T4 T16 T10 T2 T14 T9 T12 T4 T8
(P1) (P2) (P3) (P4) (P33) | (P34) | (P35) | (P36) (Pe5) | (Pe6) | (P67) | (P68)

Figura 3: Representacion gréafica de la distribucién utilizada en campo de los genotipos de

maiz (Zea mays L), con un disefio en alfa lattice y arreglo en parcelas divididas

Aplicacion del herbicida Nicosulfurén

El nicosulfurén (bajo el nombre comercial de Accent®) fue aplicado a los 24 dias
después de la siembra a una dosis de 37,5 g i.a. ha™ (dosis méxima recomendada
por el fabricante del producto) para lo cual se utiliz6 una asperjadora de 16 | de
capacidad, eléctrica de flujo constante tal y como se muestra en la Figura 4. Se

realiz6 ademas un mejoramiento previo de la calidad del agua (control de pH) con
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el producto conocido como Mamvert Optim pH®, cuya dosis fue de 20 cc /

asperjadora

Figura 4. Aplicacion del herbicida nicosulfuron sobre los diversos genotipos de maiz (Zea

mays L.) en campo

Variables Evaluadas:

Alos 7, 14, 21 y 28 dias después de aplicacion (dda) del nicosulfurén, se evalué la
sintomatologia visible de dafio por sulfonilireas, segin una escala numérica que
se desarrollo a partir de la escala de ALAM (1974), la cual puede observarse en el
Cuadro 3. Esta nueva escala numeérica utilizé como referencia la escala de ALAM
(1974) para la valoracién individual de plantas en vez de la parcela experimental
en su totalidad. La apreciacion visual de dafio de cada planta se compard con el
namero total de plantas de la parcela expresandose en porcentaje. De este modo,

evaluaron los siguientes aspectos:

a) Numero de Plantas Totales (N°): Niumero de plantas totales establecidas
por tratamiento.

b) Plantas sin sintoma visual de dafio o No afectadas (N°): Numero de
plantas que no presentaron ninguna sintomatologia de dafio por
tratamiento.

c) Plantas Levemente afectadas (N°): NUmero de plantas que presentaron
sintomas leves de afectacién segun la escala de ALAM utilizada (Cuadro 3)
por tratamiento.

d) Plantas Moderadamente afectadas (N°): Numero de plantas que
presentaron sintomas moderados de afectacién segun la escala de ALAM

utilizada (Cuadro 3) por tratamiento.
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e) Plantas Severamente Afectadas (N°): NUmero de plantas que presentaron
sintomas severos de afectacion segun la escala de ALAM utilizada (Cuadro
3) por tratamiento.

f) Plantas Muertas (N°): Namero de plantas muertas por tratamiento.

Cuadro 3. Escalade ALAM (1974). Dafio al cultivo por el herbicida

indice Denominacion Descripcién del dafio
0 Apariencia similar al testigo sin tratamiento
Ningan Dafio
Leve clorosis, retardo en el crecimiento
10
20 Leve clorosis, retardo en el crecimiento
20 Clorosis mas pronunciada, aparicion de mal formaciones y
Dafio Leve manchas cloréticas
20 Clorosis, necrosis y mal formaciones mas pronunciadas,
sin embargo el cultivo se recupera
0 Los sintomas son mas marcados, el cultivo se recupera
> pero con dificultad
60 Dafio Se manifiesta la toxicidad, el cultivo no se desarrolla
Moderado adecuadamente
20 Severo dafio al cultivo, pérdida de plantas
80 Muerte significativa de plantas, pocas sobreviven
Dafio Severo
Muerte casi total de las plantas
90
100 Muerte Total Destruccion del cultivo

Fuente: ALAM, 1974,

Se realiz0 ademas un seguimiento semanal de la fenologia del cultivo, a fin de
observar la fecha de floracion masculina y femenina, evaluandose las siguientes

variables:

e Fecha de Floracién (Importante para las coincidencias en la

produccion de hibridos): se registré en campo la fecha después de

46



siembra (dds) en la cual se alcanz6 el 50 % de emision de poleny la
emision de estigmas y se compar6 con la informacion pre existente

de cada cultivar.

Altura de Planta: La cual se midi6 en campo, con cinta métrica,
desde la superficie del suelo hasta la primera ramificacion de la

panicula.

Altura de Mazorca: La cual se midi6 en campo, con cinta métrica,
desde la superficie del suelo hasta la insercion del peddnculo de la

mazorca al tallo.

Diametro del tallo: Medido a cosecha, en campo, con un vernier en

la mitad del segundo entrenudo desde la superficie del suelo.

Numero de plantas cosechadas: Se contabilizaron las plantas que

llegaron a la fase de cosecha.

NUmero total de mazorcas: Se contabiliz6 el nUmero de mazorcas

cosechadas por cultivar.

Nimero de hileras/mazorca: Se contabiliz6 el nimero de
hileras/mazorca de cada cultivar de forma manual en el Laboratorio
de Calidad de la empresa SEHIVECA.

Numero de granos/hilera: Se contabiliz6 el numero de
granos/hilera/mazorca de cada cultivar, de forma manual en el
Laboratorio de Calidad de la empresa SEHIVECA
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e Peso de mazorca: Se utilizé una balanza electrénica para tomar el
peso de las mazorcas cosechadas por cultivar antes del pesaje de

grano.

e Peso de grano al 12% de humedad: Las mazorcas cosechadas
fueron desgranadas por medio de una desgranadora eléctrica y su
humedad medida a través de un determinador de humedad marca
Steinlite en el laboratorio de calidad de SEHIVECA.

Analisis Estadistico:

Con respecto al dafio visual del herbicida, para cada fecha de observaciéon el
andlisis se realizO segun dos estrategias: Por una parte, con base en las
categorias ALAM asignadas a cada parcela se realiz6 una prueba no paramétrica;
mientras que por otra parte, se contabilizaron en campo el nUmero de plantas para
cada nivel de afectacion de ALAM y se abordaron con una metodologia
paramétrica, para lo cual se calculd el indice de Afectacion (IA), utilizando una
media ponderada. Luego de verificar el cumplimiento de los supuestos del andlisis

para dicho indice, se realizé6 un ANAVAR y la prueba de medias de Duncan.

Los datos relacionados con el desarrollo del cultivo y los componentes de
rendimiento generados fueron tabulados en una hoja de calculo de Excel. Se
realizd el analisis de varianza segun el disefio seleccionado para evidenciar los
posibles efectos de la aplicacion o no del herbicida, de los distintos genotipos y de
la interaccion genotipo x herbicida, a través del programa estadistico MSTATC
version 2.1. En aquellos donde se evidenciaron diferencias estadisticas
significativas para la fuente de variacion se realizé una prueba de comparacion de

medias de rangos multiples de Duncan.

Los cuadrados medos esperados para el analisis de la varianza (ANAVAR) se
presentan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Cuadrados medios esperados para el analisis de la varianza utilizado para las

variables de desarrollo del cultivo del maiz (Zea mays L.) en campo

o Grados de .
Fuente de Variacion ] Cuadrados Medios Esperados
Libertad
Repeticion (Rep) (3-1) 2 ECM Bloque =o? +bo’ +abo?
a 2
Parcela Principal (Pp) (2-1)1 ECM PPal =o?+bo? +br Zi—lii
a_
Efecto de la ) )
(1x2) 2 ECM ErrorPPal =o0° +bo
interaccion (Pp x Rep)
DI
Genotipos (gen) (16-1) 15 ECM Genotipo =o? +ar bjzll'
a b 2
) - oap
Interaccién Pp x Gen (1 x15) 15 ECM Genotipo xPPal =oc° +r %
a_ —
Error 18 ECM EE =07
Total 48

Para aquellas variables donde se obtuvo un efecto estadistico significativo para la
interaccion herbicida x genotipo, se calcul6 el indice de tolerancia a sequia (ITS),
establecido por Fernandez (1992), segun la formula: ITS= Yp*Ys /Yp?, donde
Ys = valor obtenido bajo condiciones de estrés hidrico, Yp = valor obtenido bajo
condiciones de irrigacion, Ysy Yp = Promedio de los valores experimentales de
todos los genotipos creciendo bajo condiciones de estrés y sin estrés,
respectivamente, Yp?> = Promedio de los valores experimentales de todos los

genotipos creciendo bajo condiciones de irrigacion.
Al seleccionar por valores altos de ITS, se escoge indirectamente para mayor

tolerancia al estrés y potencial de rendimiento alto. En la férmula del ITS esta

incorporado el factor intensidad del estrés de Fishcher y Maurer (1978).
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Confirmacion tanto de la tolerancia como la susceptibilidad de progenitores

de maiz amarillo al herbicida nicosulfuron mediante experimentos de

respuesta a dosis.

Se realizo en el invernadero del departamento e instituto de agronomia (Facultad
de Agronomia) de la Universidad Central de Venezuela (UCV) y en el laboratorio

de control de malezas de la misma institucion.

Experimento de respuesta a dosis

Con la finalidad de confirmar lo observado en campo, se escogieron los
tratamientos T1 (tolerante) y T5 (susceptible) para la realizacion de un
experimento de respuesta a dosis. Para ello se sembraron ambos genotipos en
potes 0 macetas de plastico, a razén de 4 semillas por pote y se colocaron en el

invernadero tal y como se muestra en la figura 5

Figura 5. Siembra de genotipos de maiz (Zea mays L.) en invernadero.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, a razén de 10 repeticiones por
genotipo y 8 dosis de herbicida, donde la unidad experimental correspondié a una
planta (envase plastico) para un total de 160 potes utilizados. Previo a la
aplicacion del herbicida se realizaron labores de entresaque y se dejoé solo una

planta por pote.
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Figura 6. Aplicacion de nicosulfuron sobre genotipos de maiz (Zea mays L.) para el

experimento de respuesta a dosis

A los 18 dias después de la siembra (dds), se aplicaron las diferentes dosis de
herbicida en el laboratorio de malezas utilizando una cdmara de aplicacion de
plaguicidas electrénica, la cual se calibré a una descarga de 200 | ha™* a 250 kpa y
disponia de una boquilla de abanico plano TeeJet 8002 (Figura 6). Las dosis
utilizadas pueden ser observadas en el Cuadro 5, siendo la dosis comercial del

herbicida representada con la letra, “x”):

Cuadro 5. Dosis del herbicida nicosulfuron y tratamientos para el experimento de respuesta
a dosis en genotipos de maiz (Zea mays L.)

Dosis
Tratamientos
T1 (Tolerante) T5 (Susceptible)

1 0x Ox
2 1/32x 1/32x
3 1/16x 1/16x
4 1/8x 1/8x
5 1/4x 1/4x
6 1/2x 1/2x
7 1x 1x
8 2X 2X
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Variables Evaluadas:

Peso fresco (g): a los 14 dias después de aplicado el tratamiento, se cortaron las

plantas a nivel del cuello y se pesaron en una balanza digital.

Determinacion del efecto de la dosis media (EDsp): se refiere a la dosis del
herbicida que inhibe el 50% del crecimiento de las plantas tratadas en relacién con
las plantas sin aplicacion de herbicida. Este calculo se realiza mediante un analisis
de regresion utilizando el programa Sigma Plot v. 12 (2014). Los valores de EDs
se calculan con base a la curva de respuesta a la dosis, utilizando el modelo
logaritmico descrito por Striebig (1988) y Seefeldt et al., (1995). Para ello se utiliza
la siguiente ecuacion (expresando la biomasa fresca como porcentaje de control y
de la dosis X del herbicida):

Y= c+(d-c)/[1 + (X/EDsp)°

Donde “Y” es el porcentaje de crecimiento, “c” es la respuesta media a la dosis de
herbicida mas alta, “d” es la respuesta media cuando la dosis de herbicida tiende a
cero, “b” es la pendiente de la curva, el “EDsp” es la dosis de herbicida en el punto

de inflexion a mitad de camino entre cy d, y “x” es la dosis de herbicida.

El indice de tolerancia (IT) se determina dividiendo el EDsy de cada genotipo
resistente sobre el valor de EDsy de cada genotipo susceptible, teniendo en cuenta
que si el IT es mayor o igual a 2, el genotipo evaluado es tolerante al herbicida,
debido a que para inhibir el 50% del crecimiento de las plantas necesitariamos una
dosis igual o superior al doble de la utilizada normalmente para lograr dicha
inhibicion. (Valverde et al., 2000). El analisis de regresion se realiz6 utilizando el

programa Sigma Plot v. 12 (2014).
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Evaluacion del efecto sinérgico o antagonico de la adicion de inhibidores del

complejo enzimético citocromo P450 monooxigenasa en un genotipo

tolerante a nicosulfuron.

Prueba de inhibicidén de la P450 monoxigenasa

Se realiz6 un experimento sobre sinergismo de inhibidores del complejo
enzimatico citocromo P450 monoxigenasa, con el propdésito de detectar si la

tolerancia al herbicida nicosulfuron se basa en el metabolismo acelerado.

Con la finalidad de suprimir la tolerancia del genotipo mas tolerante al nicosulfuron
observado en campo (identificado como T1, el cual es la madre del Hibrido doble
SK-5007), se disefid un ensayo de laboratorio con 5 tratamientos, el cual
presentaba un testigo absoluto, un tratamiento solo con el herbicida nicosulfuron y
tres tratamientos con herbicida + insecticida (dos fosforados y un carbamato).
Estos Ultimos fueron aplicados en las siguientes dosis: 960 g i.a. ha™ de Clorpirifos
(2 l.ha® del insecticida Memphis®), 1.140 g i.a. ha’ de Malatién (2 l.ha' de
Malathion 57%) y finalmente 494 g i.a. ha™ de Metomilo (2 I.ha™ de Mecarmil S®).

Estos tres productos estan reportados como inhibidores del citocromo P-450 y su
uso tuvo por objeto, determinar con cual de ellos se podria demostrar mejor la
causa (metabdlica o de otra naturaleza) de la tolerancia de ese cultivar al
nicosulfuron (Gressel, 1990; Baerg et al., 1996; Osuna et al., 2002). La aplicacién
de los insecticidas se realiz6 a los 19 dds y fue seguida (24 horas después) por la
del herbicida nicosulfuron a la dosis maxima recomendada por el fabricante (37,5
g i.a.h™). Los tratamientos entonces quedaron definidos de la siguiente manera:
Testigo sin herbicida, Nicosulfuron sin inseciticida, Nicosulfuron + Malathion,

Nicosulfuron + Clorpirifos y Nicosulfuron + Metomilo.

Tanto los insecticidas como el nicosulfuron utilizados en este estudio se

asperjaron en una camara de aplicacion de plaguicidas electronica, la cual se
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calibr6 a una descarga de 200 | ha' a 250 kpa y disponia de una boquilla de

abanico plano TeeJet 8002. Tal y como se observa en la Figura 7

Figura 7. Aplicacion de inhibidores de P450 sobre un genotipo tolerante (T1) de maiz (Zea

mays L.)

A los 28 dias después de la aplicacion, se corto la parte aérea de las plantas al ras
del suelo y se pesoé en una balanza digital. Los datos de peso fresco se vaciaron

en una matriz de Excel, y se compararon por medio de una prueba de medias tal
y como se muestra en la Figura 8

Figura 8. Medicién de peso fresco del genotipo tolerante (T1) de maiz (Zea mays L.) para el

experimento de inhibicién de P450

Se efectud la comparacion con efectos “esperados” predichos por el modelo de
Colby para detectar sinergismo o antagonismo en la aplicacion de los herbicidas
con malatién (Fischer, 2010). Se utiliz6 la férmula: E= (100 — Biomasa

tratada/BIOMASA testigo sin herbicida X 100), donde se aplicara el analisis siguiente:
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Si:
E < % control observado: los efectos son mayores a lo esperado
(sinergismo)
E = % de control observado: no hay interaccién

E > % de control observado: el efecto es menos de lo esperado
(antagonismo)

Se realiz6 un analisis de varianza para comprobar si hay un efecto significativo de
la interaccion en el experimento factorial (Fischer, 2010), los cuadrados medios

esperados se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 6. Cuadrados medios esperados del ANAVAR para las variables del experimento de

inhibicion del P-450 (Zea mays L.) en invernadero

Grados
Fuente de _
o de Cuadrados Medios
Variacion )
Libertad
b
Repeticion (5-1) ECM(B) =" +a >, .5
b —1
b 2
Tratamientos (5-1) ECM B = o2 +acr ==
b-1
Error 16 ECM EE =07
Total 24
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Asociacion de la tolerancia diferencial de progenitores e hibridos de maiz

amarillo al herbicida nicosulfuron con marcadores moleculares tipo RAPD’s.

Marcadores Moleculares RAPD

Se aplicaron 3 metodologias de extraccién de ADN a partir de tejido foliar y tejido
de semillas. Los procedimientos utilizados fueron los descritos por Doyle y Doyle
(1987), considerando dos repeticiones por cada muestra, Barra et al (2012) y los
descritos por el CIMMYT (2006). Luego de la verificacion en geles de agarosa al
0,8% de la cantidad y calidad de ADN extraido (comparandolos con un patrén de
referencia de ADN Lambda de concentraciébn conocida), se decidio trabajar
siguiendo la metodologia del CIMMYT (2006) a partir de tejido foliar, cuyo

procedimiento es descrito a continuacion:

Macerado del tejido vegetal en un mortero con nitrégeno liquido.
Transferencia del tejido pulverizado a un tubo Eppendorf.

Se agreg6 1 ml de solucion amortiguadora CTAB.

0N PR

Incubacién durante 60 minutos agitando continuamente con suavidad (55

°C).

5. Retiro de los tubos de la incubadora, dejandolos enfriar y luego se adicioné
1ml de cloroformo etanol. Mezclado durante 10 minutos.

6. Centrifugado durante 10 minutos a 8000 rpmy 4 °C.

7. Retiro de 700 pl de la capa acuosa superior.

8. Adicion de 10 mg/ml de ARNasa A. Mezcla, e incubacién durante 30
minutos.

9. Se agreg6 1 ml de isopropanol y mezclado posterior.

10.Centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos para precipitar el ADN.

11.Retiro de la capa de sobrenadante y secado del ADN a temperatura

ambiente.

12.Resuspension en 200 pl de TE.
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El buffer de extraccién utilizado fue el descrito por el CIMMYT (2006) y se muestra

en el Cuadro 7:

Cuadro 7. Buffer de extracciéon de ADN utilizado.

_ Concentracion Concentracion
Reactivo o _ 50 ml 100 ml
Inicial Final
Tris HCI M 100mM 5ml 10 mi
NacCl 2M 700mM 17,5 ml 35 ml
EDTA 0,5 50mM 5mi 10 ml
B-mercaptoetanol
14 M 1%=140 mM 0,5ml 1ml
(99%)
CTAB 1% 0,50r lor

Fuente: CIMMYT (2006)

Amplificacién de Fragmentos RAPDs por PCR

Para la PCR se siguieron los procedimientos descritos por Hernandez et al.,
(2010). Las amplificaciones de los RAPD se realizaron con iniciadores de las
series OPA, OPB, OPC y OPD (cuadro 8), provenientes de Operon Technologies
Inc. (Alameda, CA, EEUU), en un termociclador PTC 200 i Cycler BIO-RAD, en las
siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos, seguida de
45 ciclos de amplificacion a 94°C por 1 minuto, hibridacion a 36°C por 30
segundos y extension 72°C por 2 minutos. Se realizé un ciclo final de extension a

72°C por 7 minutos.

57



Cuadro 8. Iniciadores decaméricos de la serie Operon Technologies, utilizados para la

aplicacién de RAPD, a partir de ADN de tejido foliar, de progenitores e hibridos de maiz (Zea

mays L.)

Iniciador Secuencia
0PA-02 5-TGCCGAGCTG-3
OPA-07 5-GTCCCGACGA-3
OPA-09 5-GGGTAACGCC-¥
OPC-01 5-TTCGAGCCAG-3’
OPC-02 5-GTGAGGCGTC-3
OPC-05 5-GATGACCGCC-3
OPC-07 5-GTCCCGACGA-3

La visualizaciéon de las bandas RAPD se realiz6 en geles de electroforesis de
agarosa al 2%, en presencia de bromuro de etidio al 0,05%, durante 2 horas y
media a 80 Voltios y 25mA. Los geles fueron visualizados en un transiluminador
UV y fotografiados con un analizador de imagenes BIO-RAD. La identificacion de
los fragmentos de amplificacion de RAPD se realizé a través del programa

QuantityOne Gel Doc. Parte del procedimiento se muestra en la Figura 9:

Figura 9. Parte del procedimiento de extraccion de ADN y visualizacién de bandas de RAPD

Analisis de los Datos

Las bandas de ADN presentes en ambas repeticiones de RAPD de cada muestra,
fueron consideradas para generar una matriz de presencia (1) o ausencia (0) de

productos amplificados. Con dicha matriz se estudio:
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Similitud genética
A fin de observar las posibles relaciones genéticas entre los progenitores y sus
descendientes. Se calculo el coeficiente de similitud de Jacard, a través de la
férmula:

Sd= a/(a+b+c),

Donde “a” corresponde al numero de bandas comunes entre dos genotipos; vy, “b”

y “c”, representan el numero de bandas presentes en un genotipo y ausentes en el
otro (Diaz, 2005).

Finalmente, a partir de la matriz generada por el indice seleccionado, se obtuvo un
dendrograma UPGMA (ligamiento promedio no ponderado), mediante el programa
PAST, version 1.60. Para el andlisis de los resultados de la presencia de bandas,
se realizé un andlisis factorial de correspondencia multiple (A.F.C.M.), por medio
del programa PAST, versién 1.60.

Identificacion de bandas RAPD asociadas a la tolerancia al herbicida

nicosulfurdon.

A fin de esclarecer la posible asociacion de cada banda RAPD con el nivel de
tolerancia al nicosulfuron para cada banda, se agruparon los valores en dos
grupos: presencia o ausencia de banda con respecto a las variables de campo
indice de Afectacién a los 7 y a los 14 dias después de aplicaciéon del herbicida,
altura de planta, peso de mazorca y rendimiento. Con tal matriz se realizé una
andlisis de la varianza de una sola via (a=0,05) para verificar la diferencia entre
ambos tratamientos. Diferencias significativas para algunas de las variables entre
la presencia o ausencia de una banda RAPD dada podrian revelar la posible
asociacion entre la banda y el comportamiento de tolerancia al herbicida.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del efecto de la aplicacion de nicosulfuron en la fenologia vy

productividad de progenitores e hibridos de maiz amarillo en campo

Se realizaron los analisis estadisticos para generar tanto los ANAVAR como los
cuadros de medias y agrupamientos de los datos generados por las diversas

variables analizadas.

Dano visual del herbicida

Luego de la aplicacion del herbicida nicosulfuron, se observé a los pocos dias la
aparicion de clorosis y arrugamiento en las laminas de las hojas nuevas en
expansion de varios de los materiales evaluados. Posteriormente se pudieron
apreciar franjas amarillentas en el limbo foliar y/o clorosis en el centro de las
laminas de las hojas. En algunos de los cultivares mas sensibles, se observaron
coloraciones purpura en las hojas, asi como un desaceleramiento del crecimiento

de las plantas con posterior estrangulamiento y/o enrollamiento de las mismas.

La sintomatologia visual de dafio, observado en las plantas afectadas de los
diferentes cultivares coinciden con lo reportado por Méro y Damido Filho (1999);
O’Sullivan et al., (2002) y Cavalieri et al., (2008), como sintomas de fitotoxicidad

para hibridos de maiz tratados con nicosulfuron.

Siguiendo la escala de ALAM se evalu6 el dafio visual a los 7, 14, 21 y 28 dias
después de la aplicacion del nicosulfuron. Con dichas evaluaciones se realiz6 un
analisis no paramétrico segun la prueba de Kruskal-Wallis. En el Cuadro 9, se
muestran las medias para cada genotipo y fecha, asi como el estadistico de

prueba H.
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Cuadro 9. Andlisis no paramétrico del dafio visual de la aplicacion de nicosulfuron sobre

progenitores e hibridos de maiz (Zea mays L.), en cuatro fechas de evaluacién.

Dario visual a distintos dias después de aplicacién del herbicida (dda)

Tratamiento  Genotipo 7dda 14dda 21dda 28dda
(H=30,94 **) (H=36,34**) (H=33,35**) (H=31,26**)
T1 M-5007 5 A 10 AB 0 A 0 A
T2 P-5007 20 CDE 20 CDE 20 BCD 10 ABC
T3 H-5007 10 ABC 10 ABC 10 ABC 5 AB
T4 M-5050 5 AB 0 A 0 A 0 A
T5 P-5050 40 E 70 E 80 D 90 C
T6 H-5050 10 ABC 10 ABCD 10 ABC 5 AB
T7 M-5071 10 ABC 10 ABC 0 A 0 A
T8 P-5071 10 ABC 20 CDE 5 AB 0 A
T9 H-5071 5 AB 0 A 0 A 0 A
T10 M-62A19 10 ABCD 10 ABC 10 ABC 10 ABC
T11 P-62A19 10 ABC 10 ABCD 10 ABC 0 A
T12 H-62A19 10 ABCD 10 ABCD 10 ABC 10 ABC
T13 M-3005 10 ABCD 20 CDE 10 ABC 10 ABC
T14 P-3005 10 AB 10 ABCD 0 A 0 A
T15 H-3005 10 ABCD 10 ABCD 10 ABC 10 ABC
T16 Pioneer 3031 30 DE 40 DE 30 CD 30 BC

Como se aprecia en el mencionado cuadro, para todas las fechas de observacion
se obtuvieron diferencias altamente significativas entre los parentales e hibridos.
Tales diferencias se deben al comportamiento extremo del T5 (padre del hibrido
SK-5050) asi como del testigo Pioneer 3031, los cuales mostraron evidencias de
una alta susceptibilidad al herbicida; teniendo en el caso de T5 la muerte total de
las plantas mientras que el T16 a pesar de ser moderadamente afectado mostré
cierta recuperacion hacia le final del ciclo.

indice de Afectacion:

El indice de Afectacion fue calculado en funcion de una media ponderada,
considerando el niumero de plantas contabilizadas para cada nivel de dafio segun
la escala de ALAM (Cuadro 3).
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Cuadro 10. Cuadrados medios del Anavar del Indice de Afectacion (I.A.) del cultivo por el

herbicida nicosulfuron de acuerdo al genotipo en cuatro evaluaciones.

Fuente de Gl I.A. I.A. I.A. ILA.
variaciéon 7 dda 14 dda 21 dda 28 dda
Repeticion 2 0,556 0,024 0,055 n.s. 0,017
Aplicacion de
herbicida (A) 1 45,121 * 10,172 *x 10,401 *x 9,716 *x
Error 2 0,556 0,024 0,055 0,017
Genotipos (B) 15 1,305 ** 3,407 ** 4,25 *x 5,078 **
AxB 15 1,305 ** 3,407 o 4,25 ** 5,078 *
Error 60 0,204 0,008 0,04 0,056
Total 95 49,047 17,042 19,051 19,962
CV (%) 26,78 6,83 14,96 17,9

Nota: *y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente.

Dda= dias después de la aplicacion del herbicida

En el Anavar de cuadrados medios (Cuadro 10) se observé que para la variable
indice de Afectacion (IA), se encontraron diferencias significativas y altamente
significativas dependiendo de la fecha de evaluacion, lo cual coincide con lo
observado por Cavalieri et al., 2008. En el campo, dichas diferencias fueron
claramente visibles entre los diferentes genotipos, sobretodo en la primera y
segunda evaluacion, (Figura 10), lo cual justific6 la comparacién entre los
diferentes materiales, observdndose una gama de resultados que iban desde

muerte de todas las plantas, hasta tratamientos aparentemente “inmunes” al
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Figura 10. Distintos grados de afectacién en diferentes genotipos de maiz (Zea mays) a lo

largo de las semanas
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En el cuadro de medias, (Cuadro 11), observamos como los materiales evaluados
se ubican en tres grupos a los 28 dias después de la aplicacion, a saber: T5
(altamente sensible), seguido por el material originalmente denominado testigo
susceptible (T16) y luego un gran grupo mas o menos uniforme donde se
encuentran el resto de los materiales dado que estos lograron recuperarse de

forma relativamente satisfactoria con el transcurso de los dias.

Cuadro 11. indice de afectacién (1.A.) del cultivo de maiz (Zea mays L.) por el herbicida

nicosulfuron de acuerdo al genotipo en cuatro evaluaciones.

I.LA. 7 dda I.LA. 14 dda I.LA. 21 dda I.LA. 28 dda
- Genotipos | Material Media | Grupo | Media | Grupo | Media | Grupo | Media | Grupo
1 M-5007 HS 1,023 F 1,073 DEF 1 D 1 C
2 P-5007 HS 2 BC 1,455 C 1,373 C 1,2 C
3 H-5007 HD 1,424 CDEF | 1,011 F 1,023 D 1,006 C
4 M-5050 HS 1,035 F 1 F 1 D 1 C
5 P-5050 LINEA 2,667 A 4,057 A 4,356 A 4,704 A
6 H-5050 HT 1,966 BCD | 1,051 DEF | 1,022 D 1,017 C
7 M-5071 LINEA 1,367 DEF | 1,101 DEF 1 D 1 C
8 P-5071 LINEA 1,423 CDEF | 1,147 DE 1,034 D 1 C
9 H-5071 HS 1,439 CDEF 1 F 1 D 1 C
10| M-62A19 HS 1,705 BCDE | 1,034 EF 1,04 D 1,045 C
11| P-62A19 HS 1,931 BCD 1,114 DEF 1,034 D 1 C
12| H-62A19 HD 2 BC 1,056 DEF 1,01 D 1,118 C
13| M-3005 HS 2 BC 1,167 D 1,207 CD 1,196 C
14| P-3005 LINEA 1,129 EF 1,079 DEF 1 D 1 C
15| H-3005 HT 1,564 CDEF | 1,117 DEF | 1,139 CD 1,106 C
16| P-3031 HD 2,298 AB 1,746 B 1,937 B 1,699 B

Nota 1: dda: dias después de aplicado el herbicida
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada
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El tratamiento identificado como T5 (Padre del hibrido SK-5050), result6é altamente
afectado a la dosis comercial maxima de nicosulfuron (37,5 g ia. ha™),
observandose los efectos del herbicida desde la primera evaluacion a los 7 dias
después de la aplicacion (Figura 11). La sintomatologia de dafio observada,
superaba a la del hibrido seleccionado como testigo susceptible del ensayo
(hibrido P-3031, identificado como T16).

Finalmente, una vez analizados los resultados, el grado de afectacién del material
identificado como T5 (padre SK-5050) fue estadisticamente superior a todos los
demas materiales, lo cual es un indicativo claro de una alta susceptibilidad de este

genotipo al herbicida nicosulfuron, (Figura 11).

Figura 11. Grado de afectacion del genotipo susceptible (T5) alo largo de las semanas

El cultivar escogido como testigo susceptible e identificado como T16 (P-3031),
fue el segundo material mas afectado de todo el ensayo, mostrando un nivel de
dafio estadisticamente superior al resto de los materiales evaluados exceptuando
al del T5. En las evaluaciones de campo, T16 mostr6 un nivel de afectaciéon
moderado en casi todas las evaluaciones, recuperandose de manera aceptable al

avanzar el ciclo del cultivo. (Figura 12)

B) 14 dda’y | d) 28 dda

Figura 12. Grado de afectacion del genotipo testigo (T16) a lo largo de las semanas.
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El tratamiento 2, (P-5007), fue el tercer genotipo mas afectado por la aplicacion del
herbicida, aunque también mostré recuperacion favorable sobretodo hacia la
cuarta evaluacion (28 dda). Si observamos el agrupamiento luego del andlisis de
las medias (Cuadro 11), vemos como dicho material se ubica junto con el resto de
los genotipos en un gran grupo de cultivares que mostraron buena tolerancia al

herbicida (Exceptuando por supuesto, al T5 'y T16).

Los genotipos T1 y T4, mostraron una aparente “inmunidad” al tratamiento con la
dosis comercial maxima de nicosulfuron (37,5 g i.a. hal), al punto tal de no
mostrar en campo ningun sintoma de afectacion en las primeras evaluaciones y
posteriormente a medida que avanzaban las mismas, mostraron sintomas muy

leves de afectacion, de los cuales las plantas se recuperaron rapidamente.

Variables Vegetativas:

Se logré un porcentaje de establecimiento de plantas superior al 95% en el campo,
lo cual nos indica que el ensayo estuvo bien realizado y con la densidad de
siembra adecuada, no ocurriendo fallas en la germinacién de ninguno de los

genotipos en las diferentes parcelas.
Se realizé el ANAVAR para las principales variables vegetativas evaluadas en el

presente estudio. Los datos del mencionado ANAVAR Yy sus respectivos
cuadrados medios se observan en el Cuadro 12:
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Cuadro 12. ANAVAR de cuadrados medios para las variables vegetativas de genotipos de

maiz (Zea mays L.) evaluados en campo

Plantas Altura de Altura Diametro
Fuente de
L gl cosechadas planta mazorca del tallo
variacion .
(N°) (cm) (cm) (cm)
Repeticion 2 4,156 ns 617,556 327,638 ns 0,362
Aplicacion de
o 1 201,26 * 3896,402 ns 1176 ns 53,7 ns
herbicida (A)
Error 2 0,948 750,611 272,416 15,403
Genotipos
©) 15 329,083 i 8265,897 **  3245,654 ** 67,619  **
AXG 15 318,349 o 2639,599 o 760,635 ** 41,328 @ **
Error 60 2,108 88,674 53,524 1,03
Total 95 855,904 16258,739 5835,867 179,442
CV (%) 2,58 4,83 7,4 5

Nota: *y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente

NUumero de plantas cosechadas (N°)

Para esta variable, las fuentes de variacion, aplicaciéon de herbicida, genotipos e
interaccién genotipo x herbicida, arrojaron diferencias altamente significativas,
(Cuadro 12). Esto implica que existen diferencias entre los genotipos bajo estudio
en cuanto al nimero de plantas que llegaron a cosecha en funcién de la aplicacion
o no del herbicida. Este hecho se corresponde con lo observado en campo, donde
la aplicacion del nicosulfuron afecté ostensiblemente el nimero de plantas
cosechadas, particularmente al genotipo identificado como T5 (donde ninguna

planta llegd a cosecha).

Si observamos el cuadro de medias (Cuadro 13) vemos como aparentemente en
el promedio simple no existe una gran diferencia entre el nimero de plantas con 'y
sin herbicida (menos de 1 planta) ello se debe a que este promedio fue calculado
sin incluir el tratamiento 5, donde tal y como podemos observar en el Cuadro 13y

en la Figura 13, la aplicacion del herbicida eliminé todas las plantas, no llegando

66



ninguna de estas a la fase de cosecha, con lo cual qued6 demostrada la alta

susceptibilidad al nicosulfuron de este genotipo.

Cuadro 13. Plantas cosechadas por genotipo evaluado de maiz (Zea mays L.) con y sin

nicosulfuron en campo.

. Plantas cosechadas (N°)

T Genotipos Tipo de

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 58,3 ABCDEF 58,7 ABCDE
2 P-5007 HS 59,0 ABCD 57,0 CDEFG
3 H-5007 HD 58,7 ABCDE 59,0 ABCD
4 M-5050 HS 57,7 ABCDEFG 57,7 ABCDEFG
5 P-5050 LINEA 0,0 H 57,3 BCDEFG
6 H-5050 HT 59,0 ABCD 59,0 ABCD
7 M-5071 LINEA 58,0 ABCDEFG 57,7 ABCDEFG
8 P-5071 LINEA 58,7 ABCDE 55,7 G
9 H-5071 HS 59,7 AB 60,0 A
10 M-62A19 HS 58,3 ABCDEF 56,7 DEFG
11 P-62A19 HS 57,3 BCDEFG 59,3 ABC
12 H-62A19 HD 59,0 ABCD 58,0 ABCDEFG
13 M-3005 HS 59,3 ABC 58,3 ABCDEF
14 P-3005 LINEA 58,0 ABCDEFG 56,3 EFG
15 H-3005 HT 58,7 ABCDE 57,0 CDEFG
16 P-3031 HD 57,7 ABCDEFG 56,0 FG
T Promedio 58,5 57,8

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Mdltiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Al efectuar el analisis de agrupamiento de medias, se encontraron 2 grupos bien
diferenciados, comenzando por el conformado exclusivamente por el T5 que tuvo
muerte total de las plantas mientras que el resto de los genotipos se encuentran
en un gran grupo en el que pueden diferenciarse al menos 3 subgrupos en funcién

del nimero de plantas que llegaron a cosecha. Sin embargo, ello no permitio
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establecer diferencias entre los niveles de tolerancia de los cultivares del

mencionado grupo al nicosulfuron.

Figura 13. Genotipo susceptible (T5) en campo alos 28 dda de nicosulfuron

Altura de Planta (cm)

La variable altura de planta mostr6 en el ANAVAR para los cuadrados medios
(Cuadro 12), que tanto los genotipos como la interaccion genotipo x herbicida,
presentaban diferencias altamente significativas, lo cual se reflejo en lo observado
en el cuadro 14 de medias y su agrupamiento. En promedio, existi6 una cierta
disminucién de la altura entre aquellos cultivares a los que se les aplico
nicosulfuron en relacién a los que no recibieron aplicacion (aunque esta diferencia
no es significativa). Por otra parte, es necesario saber, que la razén de las
diferencias observadas entre genotipos, es debida a su origen (tipo de hibrido,

linea, entre otros), y no al herbicida.

Llaman la atencion algunos casos donde pareciera que la accion del herbicida
contribuy6 a un aumento en la altura de las plantas, lo cual seria indicativo de una
posible respuesta metabdlica de la planta a la accion del herbicida. Por todo lo
anteriormente mencionado, en este caso tiene mas sentido comparar genotipo por

genotipo entre el tratado con nicosulfuron y aquel que no tuvo aplicacion.

Aunque las diferencias generales promedio entre las parcelas principales con y sin
nicosulfuron no fueron importantes (de 203,6 disminuy6 a 201,2), en produccién
de semillas es necesario considerar las alturas de las madres y los padres de los
hibridos, pues eso puede afectar la calidad de la polinizaciéon. En nuestro caso, al

aplicar el herbicida, la mayoria de los progenitores paternos resultaron mas altos
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gue los maternos (lo cual es una caracteristica deseable), aumentando la relacién
de altura sobre la madre, con excepcion del hibrido SK-5071, donde el padre sufre
una pequefia pérdida de altura, aunque a pesar de ello, sigue siendo més alto que

la madre.

Cuadro 14. Altura de planta por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con y

sin nicosulfuron.

; Senotinos Tipo de Altura de planta (cm)

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 199 EF 206,3 BCDEF
2 P-5007 HS 218,6 ABCD 215,6 ABCDE
3 H-5007 HD 216,5 ABCDE 205,3 BCDEF
4 M-5050 HS 203,4 CDEF 206,3 BCDEF
5 P-5050 LINEA 0 I 166,3 G
6 H-5050 HT 195,4 F 210,8 BCDEF
7 M-5071 LINEA 132,6 H 136,3 H
8 P-5071 LINEA 165,6 G 175,9 G
9 H-5071 HS 197 F 209,8 BCDEF
10 M-62A19 HS 194,5 F 195,2 F
11 P-62A19 HS 215,7 ABCDE 210,6 BCDEF
12 H-62A19 HD 223,4 AB 220,9 ABC
13 M-3005 HS 206,8 BCDEF 222,7 AB
14 P-3005 LINEA 208,1 BCDEF 201,2 DEF
15 H-3005 HT 218,8 ABCD 205,7 BCDEF
16 P-3031 HD 2219 ABC 2321 A
T Promedio 201,2 203,6

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Las respuestas de esta variable en relacién al tratamiento con nicosulfuron y otras
sulfonilureas no ha presentado una tendencia uniforme a través de los afios, tal y
como lo demuestran los trabajos de Sikkema et al., (2008), quienes reportaron que

la aplicacion de la sulfonilurea halosulforun no ocasion6 pérdidas de altura de
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planta significativas en 8 hibridos de maiz dulce. Resultados similares fueron
observados por Spader y Vidal (2001) y Spader y Antonazzi (2006), sobre
diferentes hibridos de maiz en dosis que variaban desde los 30 a los 80 g.i.a. h™.

Por otro lado, Robinson et al., 1993; Dami&o Filho et al., (1996); O’Sullivan et al.,
2000 y Cavalieri et al., (2008), luego de realizar estudios con diferentes cultivares
utilizando el mismo rango de dosis (30 a los 80 g.i.a. h™), afirman que a medida
gue se aumenta la dosis de nicosulfuron, la altura de las plantas disminuye de
forma significativa, con lo cual aseguran que las sulfonilureas tienen el potencial
de disminuir la altura de las plantas tratadas en relacion con las no tratadas en al
menos el 99% de los casos.

Altura de Mazorca (cm)

En el cuadro de ANAVAR de los cuadrados medios para esta variable (Cuadro
12), se observa que los genotipos y su interaccion con el herbicida presentan
diferencias altamente significativas; mientras que en el cuadro de medias y
agrupamiento (Cuadro 15), observamos que existen ciertas diferencias entre los
genotipos para la altura promedio de mazorca (incluso teniendo en cuenta que
este calculo promedio fue realizado sin incluir el T5, el cual fue destruido

completamente por el herbicida).

Esto coincide con lo observado en la variable anterior donde se apreciaron
algunas diferencias en relacibn con la aplicacibn o no del herbicida (no
significativas). Las diferencias observadas entre genotipos son atribuibles al tipo

de material (linea, hibrido simple, trilineal o doble), y no al efecto del herbicida.

En cuanto a las variaciones dentro del mismo genotipo (comparando con y sin
nicosulfuron), estas no fueron muy significativas (nunca superaron los 20 cm)
siendo poco probable que afecten la calidad de la polinizacion en la produccién de

semilla de estos cultivares, bajo las condiciones del presente estudio.
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Cuadro 15. Altura de mazorca de maiz (Zea mays L.) por genotipo evaluado en campo con y

sin nicosulfuron.

. Altura de mazorca (cm)

T Genotipos Tipo de

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 88,73 K 91,5 JK
2 P-5007 HS 105,6 DEFGHI 108 CDEFG
3 H-5007 HD 114,2 BCDE 107,4 CDEFGH
4 M-5050 HS 96,8 GHIJK 95,5 HIIK
5 P-5050 LINEA 0 M 87,13 K
6 H-5050 HT 105,2 DEFGHI 1149 BCD
7 M-5071 LINEA 44,13 L 45,83 L
8 P-5071 LINEA 86,47 K 94,67 IIK
9 H-5071 HS 98,17 GHIJK 108,6 CDEFG
10 M-62A19 HS 112,9 CDEF 112,5 CDEF
11 P-62A19 HS 105 DEFGHI 104,3 DEFGHI
12 H-62A19 HD 125,7 AB 118,9 ABC
13 M-3005 HS 111,6 CDEF 127,8 A
14 P-3005 LINEA 101,2 FGHIJ 98,27 GHIJK
15 H-3005 HT 114,4 BCDE 102,9 EFGHIJ
16 P-3031 HD 115,6 BCD 1194 ABC
T Promedio 101,7 103,4

Nota 1: No se incluy6 el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Diametro del Tallo (mm)

En el cuadro de ANAVAR (Cuadro 12), podemos observar que las fuentes de
variacion genotipos e interaccién genotipo x herbicida presentan diferencias
altamente significativas, lo cual implica que en funcion de las caracteristicas de
cada material y su respuesta a la aplicacion del nicosulfuron existe una cierta

variacion en los valores de esta variable.
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En el cuadro de medias (Cuadro 16) y su agrupamiento observamos que existen
diferencias entre los genotipos, atribuibles al tipo de material (linea endocriada,
hibrido). Destaca una vez mas y en correspondencia con lo observado en las
variables anteriores el hecho de que los valores promedio de diametro de tallo
disminuyeron como respuesta a la dosis de herbicida aplicada. Sin embargo,
algunos materiales como el SK-5007 evidenciaron un aumento en el valor tanto de

esta como de otras variables al recibir la aplicacion del nicosulfuron.

Cuadro 16. Diametro del tallo por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con y

sin nicosulfuron.

. Diametro del tallo (mm)

T Genotipos Tipo (_je

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 20,87 EFGH 20,97 EFGH
2 P-5007 HS 21,57 CDEFG 21,93 BCDEF
3 H-5007 HD 23,13 ABC 21,53 CDEFG
4 M-5050 HS 21,33 DEFG 20,87 EFGH
5 P-5050 LINEA 0 L 20,73 EFGHI
6 H-5050 HT 21,9 BCDEF 24,17 A
7 M-5071 LINEA 16,83 K 18,7 J
8 P-5071 LINEA 15,73 K 15,77 K
9 H-5071 HS 20,5 FGHI 19,4 HIJ
10 M-62A19 HS 20,1 GHIJ 20,9 EFGH
11 P-62A19 HS 21,33 DEFG 23,53 AB
12 H-62A19 HD 22,23 BCDE 22,07 BCDEF
13 M-3005 HS 19,2 1J 19,4 HIJ
14 P-3005 LINEA 22,93 ABCD 22,03 BCDEF
15 H-3005 HT 21,1 EFG 21 EFGH
16 P-3031 HD 24,2 A 23,9 A
T Promedio 20,9 211

Nota 1: No se incluy6 el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra= no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada
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Aunque la disminucion observada en algunos genotipos particulares luego de la
aplicacion del nicosulfuron pudiera debilitar un poco el tallo, no parece ser lo
suficientemente significativa como para aumentar el acame de este, por lo cual, la

produccion de semillas no deberia verse afectada.

El andlisis de esta variable no permiti6 una clara diferenciacién entre cultivares

susceptibles y tolerantes al herbicida

Variables de Floracion

Dias a floracién masculina y femenina (dds):

En los sistemas de produccion de semilla hibrida, es una practica comun verificar
las fechas de siembra del progenitor masculino y el progenitor femenino, con la
finalidad de asegurar una fecundacion efectiva que maximice la produccion de

semilla.

Segun las caracteristicas de los materiales, las fechas de siembra son
determinadas de forma tal de garantizar que la emisién de al menos 50% de polen
del progenitor masculino, coincida con la emergencia del 50 % de los estigmas o
barbas por parte del progenitor femenino. De esta forma, se asegura la
polinizacién de las barbas de la base de la mazorca, sin poner en riesgo las del
apice de la misma. Cualquier variacion en dicha relacion pudiera provocar fallas en
la produccion de semilla, a menos que el progenitor masculino sea un excelente

polinizador y el movimiento de dias no sea extremo.

En el Cuadro 17 se muestra el ANAVAR para las variables “dias a floracion
masculina” y “dias a floracién femenina”, en el cual observamos como la fuente de
variacion “aplicacion del herbicida” arrojo diferencias significativas para ambas
variables, mientras que “genotipos” y la “interaccion genotipo x herbicida” se

revelaron altamente significativas para ambas variables.
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Cuadro 17. ANAVAR de cuadrados medios para la floracion masculina y femenina de

genotipos de maiz (Zea mays L.) evaluados en campo

Dias a Dias a
Fuente de variacion gl floracion floracion
masculina femenina
Repeticion 2 2,073 4,448
Aplicacién de herbicida (A) 1 442,042 * 477,042 *
Error 2 15,823 25,51
Genotipos (G) 15 3027,656 ** 388,286 *
AxG 15 425,131 *x 415,019 o
Error 60 1,27 1,59
Total 95 3913,995 1311,895
CV (%) 2,09 2,03

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente

En el Cuadro 18, se muestran los valores de los dias promedio de floracion
masculina por genotipo evaluado, (con y sin nicosulfuron), con su respectivo
agrupamiento. En el Cuadro 19, se muestran los dias promedio de floracién
femenina por genotipo evaluado (con y sin nicosulfuron), tambien con su
respectivo agrupamiento. Aunque a primera vista pareciera no observarse ningun
cambio importante en las fechas de floracion masculina y femenina (Cuadros 18 y
19) el andlisis individual por genotipo muestra diferencias importantisimas a tener
en cuenta para la producciéon de semilla hibrida de algunos genotipos, las cuales

se describen a continuacion:

1) El material identificado como T5, (Padre SK-5050), resulté severamente
afectado por la aplicacion de nicosulfuron, observandose la muerte de la
totalidad de las plantas. Ello implica que en una siembra de produccion de
semilla hibrida donde se utilice este material como padre (por ejemplo en la
produccion del hibrido SK-5050) no habria forma de producir tan siquiera
una semilla del cruzamiento ya que el mismo es altamente susceptible al

Nicosulfuron. Su nivel de susceptibilidad es tal, que no se recomendaria ni
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siguiera en aplicaciones dirigidas, pues a dosis de 1/32 de nicosulfuron el

dafio sobre esta linea endocriada todavia es significativo.

Cuadro 18. Floracion masculina por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con

y sin nicosulfuron.

. Senotipos Tipo de Floracion masculina (dds)*

Material Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 64,67 CD 65,00 64,67
2 P-5007 HS 63,67 CDEFG 63,33 63,67
3 H-5007 HD 62,00 GHI 63,33 62,00
4 M-5050 HS 64,33 CDE 65,00 64,33
5 P-5050 LINEA 0,00 J 67,33 0,00
6 H-5050 HT 64,00 CDEF 62,67 64,00
7 M-5071 LINEA 67,67 B 68,33 67,67
8 P-5071 LINEA 70,33 A 68,67 70,33
9 H-5071 HS 63,33 CDEFGH 62,33 63,33
10 M-62A19 HS 0,00 J 0,00 0,00
11 P-62A19 HS 62,00 GHI 62,33 62,00
12 H-62A19 HD 62,00 GHI 62,67 62,00
13 M-3005 HS 0,00 J 0,00 0,00
14 P-3005 LINEA 61,67 HI 63,00 61,67
15 H-3005 HT 61,00 I 62,00 61,00
16 P-3031 HD 62,33 FGHI 61,67 62,33
T Promedio 55,27 55,36

Nota 1: dds: dias después de siembra

Nota 2: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron

Nota 3: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 4: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada
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Cuadro 19. Floracion femenina por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con

y sin nicosulfuron.

. Senotipos Tipo de Floracion femenina (dds)

Material Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 66,00 DEF 66,00 DEF
2 P-5007 HS 63,33 GHIJK 63,33 GHIJK
3 H-5007 HD 61,67 JKL 63,67 GHIJ
4 M-5050 HS 65,33 DEFG 66,33 CDE
5 P-5050 LINEA 0,00 M 66,67 CD
6 H-5050 HT 63,67 GHIJ 62,33 HIJKL
7 M-5071 LINEA 68,33 BC 69,00 AB
8 P-5071 LINEA 70,67 A 69,00 AB
9 H-5071 HS 64,33 EFGH 63,33 GHIJK
10 M-62A19 HS 62,00 IJKL 64,00 FGHI
11 P-62A19 HS 64,00 FGHI 64,00 FGHI
12 H-62A19 HD 61,33 KL 63,00 HIJKL
13 M-3005 HS 62,00 IIKL 61,33 KL
14 P-3005 LINEA 61,67 JKL 63,33 GHIJK
15 H-3005 HT 61,00 L 62,33 HIJKL
16 P-3031 HD 63,33 GHIJK 62,33 HIJKL
T Promedio 63,91 64,22

Nota 1: dds: dias después de siembra

Nota 2: No se incluy6 el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron

Nota 3: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 4: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

2) En el caso de los padres del hibrido H-3005, (T13 y T14), la aplicacién del
nicosulfuron provocé una perdida parcial de la sincronizacién en la floracion
de los padres; observandose un adelanto en la fecha de floracién masculina
del progenitor padre (T14) en 1,3 dias y, al mismo tiempo, un atraso en la
emision de barbas de la madre (T13) de 0,7 dias.

En una siembra comercial de semilla, esto provocaria que la coincidencia

planificada originalmente entre la emision de polen del padre y la
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emergencia de barbas de la madre exista una separacion de hasta 2 dias
(Figura 14), con lo cual pudieran ocurrir fallas en la polinizacion del apice de
la mazorca, ocasionando pérdidas de rendimiento en la produccion del
hibrido, mas aun si el progenitor masculino es afectado en forma tal que

disminuya la cantidad de polen producido.

Hibrido H-3005
SIN HERBICIDA CON HERBICIDA
DiaO Dial Dia 2 DiaO Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
PADRE I |
MADRE | |

Coincidencia de al menos
50 % entre el inicio de la
emision del polen del
padre (T14) y el 50% de
la emergencia de los
estigmas de la madre
(T13)

Adelanto en el padre de 1,3 dias

Retraso en la madre de 0,7 dias

Figura 14. Variacion en los dias a floracién masculinay femenina de los genotipos
T13y T14 de maiz (Zea mays L.)

3) En los tratamientos T7 y T8, (padres del hibrido SK-5071), la situacion es la
contraria al caso anterior. El progenitor masculino (T8) se atrasa 1,66 dias,
y el femenino (T7), se adelanta en 0,7 dias, con lo cual tendriamos una
separacion entre la floracion de ambos progenitores de 2,33 dias, en lugar
de la coincidencia planificada originalmente antes de la siembra. Esto
implicaria que los estigmas estarian aflorando casi dos dias y medio antes
de iniciarse la emision del polen. Esto podria causar fallas en la polinizacion
del apice de la mazorca, afectando la fecundacion y por ende la cantidad de

semillas producida (Figura 15).
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Hibrido SK-5071

SIN HERBICIDA CON HERBICIDA

Dia O Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia0O Dial Dia 2 Dia3 Dia 4

PADRE | |

MADRE l I

Adelanto en la madre de 0,7
dias

Coincidencia de al menos 50 %
entre el inicio de la emision del
polen del padre (T8) y el 50% de Atraso en el padre de 1,66 dias
la emergencia de los estigmas de

la madre (T7)

Figura 15. Variacién en los dias a floracién masculinay femenina de los genotipos

T7y T8 de maiz (Zeamays L.)

4) Los tratamientos T10 y T11 (padres del hibrido H-62A19), se comportaron

de manera similar a la descrita en el punto 3.

5) El resto de los genotipos evaluados fueron menos afectados y, en algunos
casos, las relaciones de siembra se mantuvieron muy similares a las
originales, es decir, se movieron de forma similar las fechas de emision de
polen de los progenitores masculinos y la emision de barbas (estigmas) de
los progenitores femeninos, con lo cual pudiera decirse que esta variable no

se veria afectada con la aplicacién del herbicida.

Estos resultados indican que para que ocurra una polinizacibn adecuada, el
productor de semillas deberia realizar ajustes en las fechas de siembras de los
progenitores (de ser necesario y en funcion a los cultivares a sembrar), para asi

compensar los movimientos en las fechas de floracién.

Variables asociadas a los componentes del rendimiento de maiz

En el Cuadro 20, se presentan los ANAVAR de cuadrados medios para las
variables N° de mazorcas, N° de hileras por mazorca y N° de granos por hilera de

mazorca, variables consideradas indicadoras de productividad en maiz.
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Cuadro 20. ANAVAR de cuadrados medios para el nimero de mazorcas, nimero de hileras /

mazorca y numero de granos por mazorca de genotipos de maiz (Zea mays L.) evaluados en

campo.
Hileras/ Granos/hilera
Fuente de variacion gl Mazo:cas mazorca por mazorca
) (N°) (N°)
Repeticion 2 14,76 ns 0,335 ns 29,32 ns
Aplicacién de herbicida (A) 1 326,344 * 16,834 * 46,621 ns
Error 2 4,344 0,18 13,543
Genotipos (G) 15 364,833  ** 21,306 ** 348,879 *
AxG 15 409,522 *x 17,929 *x 75,429 *x
Error 60 10,652 0,241 2,612
Total 95 1130,455 9,4708 516,404
CV (%) 5,63 3,62 4,75

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente

NUmero de mazorcas por tratamiento (N°)

Para esta variable, el ANAVAR de cuadrados medios muestra valores
significativos y altamente significativos para las fuentes de variacién aplicacion de
herbicida, genotipos e interacciébn genotipo x herbicida. Esto puede explicarse
debido a que en el tratamiento identificado como T5, no sobrevivié ninguna planta

con lo cual el valor fue cero (0).

Si al analizar el cuadro de medias y su respectivo agrupamiento (Cuadro 21),
calculamos un promedio simple de las mazorcas cosechadas (excluyendo al T5,
para no desviar en exceso el promedio), observamos como las diferencias entre
los tratamientos con y sin herbicida son muy pequefias. Sin embargo, al analizar
individualmente tenemos el caso del T16 (originalmente escogido como testigo
susceptible), el cual reflej6 una disminucién del numero de mazorcas promedio
cosechadas en el tratamiento con herbicida de 5 mazorcas aproximadamente, en
relacion al tratamiento sin herbicida, confirmando lo observado en campo y lo
arrojado por los resultados de las variables anteriormente estudiadas en relacion a

la susceptibilidad y afectacion de este material.
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Adicionalmente, observamos algunos casos donde el comportamiento en el
tratamiento con herbicida fue superior en relacion al tratamiento sin herbicida
(mostrando un aumento en el niumero de mazorcas). Estos valores parecieran
corresponder con el fendbmeno conocido como hormesis, en el cual dosis sub
letales de un herbicida pudieran incrementar los rendimientos del algunas
especies como respuesta metabdlica para restablecer la homeostasis del sistema
Calabrese y Baldwin (1998).

Cuadro 21. Mazorcas cosechadas por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo

con y sin nicosulfuron.

) Mazorcas cosechadas (N°)

T Genotipos Tipo de

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 57,67 FGHIJ 57,00 GHIJ
2 P-5007 HS 60,33 CDEFGHI 59,00 DEFGHIJ
3 H-5007 HD 63,00 ABCDE 63,67 ABCD
4 M-5050 HS 58,00 EFGHIJ 58,00 EFGHIJ
5 P-5050 LINEA 0,00 M 65,00 ABC
6 H-5050 HT 61,33 BCDEFGH 61,00 BCDEFGH
7 M-5071 LINEA 56,67 GHIJ 55,67 1IK
8 P-5071 LINEA 57,00 GHIJ 50,67 KL
9 H-5071 HS 60,33 CDEFGHI 62,33 ABCDEF
10 M-62A19 HS 64,67 ABC 62,67 ABCDEF
11 P-62A19 HS 61,33 BCDEFGH 63,00 ABCDE
12 H-62A19 HD 62,33 ABCDEF 60,33 CDEFGHI
13 M-3005 HS 66,00 AB 67,33 A
14 P-3005 LINEA 58,67 DEFGHIJ 56,33 HIJ
15 H-3005 HT 61,67 BCDEFG 61,33 BCDEFGH
16 P-3031 HD 49,33 L 54,00 JKL
T Promedio 59,89 59,49

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativa
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

80



El agrupamiento del cuadro de medias deja ver al menos 5 grupos, destacandose
T5 y T16 (lo mas afectados) por estar en 2 grupos aparte del resto de los
genotipos evaluados por las razones antes descritas. Estas diferencias al igual
gue en los casos anteriores (con excepcion de estos dos tratamientos), se deben a
la naturaleza de los materiales y no al efecto del herbicida. El efecto promedio del
herbicida fue minimo en esta variable, sin embargo se observaron algunos casos
particulares, donde las diferencias fueron mayores, pero como hemos visto por los
resultados de variables determinantes (como el indice de Afectacién), estos no

son necesariamente reflejo de susceptibilidad o tolerancia de dichos materiales.

Con excepcion de aquellos materiales moderada o altamente sensibles al
nicosulfuron, esta variable no permitié diferenciar facilmente la susceptibilidad de
los genotipos al herbicida. Resultados similares obtuvieron Cavalieri et al., (2008),

trabajando con 33 hibridos de maiz de diferentes empresas en Brasil.

Hileras por mazorca (N°)

Para esta variable, el ANAVAR muestra diferencias significativas para la fuente de
variacion aplicacion de herbicida y altamente significativas para genotipos e
interaccién genotipo x herbicida. Esto puede explicarse, como se observa en el
cuadro de medias y su respectivo agrupamiento (Cuadro 22), en que existen al
menos 5 grupos mas o menos diferenciados, debido principalmente a su
naturaleza (tipo de material), y en menor medida por el efecto del herbicida (con

excepcion de T5).

Si calculamos un promedio simple del nimero de hileras por mazorca (excluyendo
al T5), observamos como las diferencias entre los tratamientos con y sin herbicida
son practicamente inexistentes. Del mismo modo, que al analizar individualmente
vemos existe una leve diferencia del nimero de hileras en los tratamientos con

herbicida de algunos materiales en relacion con aquellos sin herbicida.
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Cuadro 22. Hileras por mazorca por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con

y sin nicosulfuron.

+ | cenotinos Tipo de Hileras / mazorca (N°)

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 14,80 AB 14,67 ABC
2 P-5007 HS 13,40 HIJKL 12,67 L
3 H-5007 HD 14,13 BCDEFGH 14,47 ABCDEF
4 M-5050 HS 14,60 ABCD 15,20 A
5 P-5050 LINEA 0,00 M 13,67 FGHIJ
6 H-5050 HT 14,07 BCDEFGHI 14,20 BCDEFGH
7 M-5071 LINEA 13,87 CDEFGHI 13,00 JKL
8 P-5071 LINEA 12,80 KL 12,80 KL
9 H-5071 HS 14,47 ABCDEF 14,27 BCDEFG
10 M-62A19 HS 14,07 BCDEFGHI 13,80 DEFGHIJ
11 P-62A19 HS 14,80 AB 14,40 ABCDEFG
12 H-62A19 HD 14,60 ABCD 13,93 CDEFGHI
13 M-3005 HS 13,93 CDEFGHI 14,53 ABCDE
14 P-3005 LINEA 13,80 DEFGHIJ 13,87 CDEFGHI
15 H-3005 HT 13,60 GHIJK 14,40 ABCDEFG
16 P-3031 HD 13,27 IJKL 13,73 EFGHIJ
T Promedio 14,01 14,00

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Por todo lo anteriormente observado, esta variable no refleja con claridad el grado
de afectacion de las plantas por parte del herbicida (A menos que el material sea

altamente susceptible).

N° de Granos por hilera

Para esta variable, el ANAVAR (Cuadro 19) muestra diferencias altamente
significativas para las fuentes de variacion genotipos e interaccion genotipo X
herbicida. Esto puede explicarse por la presencia del T5 (donde todas las plantas

murieron) y debido a la formacién de cuatro grupos bien definidos, y un quinto
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grupo menos claro con varios niveles para esta variable, pero que no se
diferencian entre ellos (Cuadro 23). Si calculamos un promedio simple del nimero
de granos por hilera por mazorca (excluyendo al T5), observamos como las
diferencias entre los tratamientos con y sin herbicida son practicamente
inexistentes, aunque al analizar individualmente vemos como en la mayoria de los
casos existe un leve aumento del numero de hileras en los tratamientos con

herbicida de algunos materiales en relacion con aquellos sin herbicida.

Cuadro 23. Granos por hilera por genotipo de maiz (Zea mays L.), evaluado en campo con y

sin nicosulfuron.

. Senotipos Tipo de Granos / hilera (N°)

Material | Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 37,80 ABCD 36,23 BCD
2 P-5007 HS 35,67 D 35,77 D
3 H-5007 HD 38,67 ABC 37,13 ABCD
4 M-5050 HS 36,03 CD 35,80 D
5 P-5050 LINEA 0,00 G 27,83 E
6 H-5050 HT 39,17 A 38,13 ABCD
7 M-5071 LINEA 21,83 F 20,57 F
8 P-5071 LINEA 22,33 F 22,33 F
9 H-5071 HS 38,73 AB 38,27 ABCD
10 M-62A19 HS 37,50 ABCD 37,17 ABCD
11 P-62A19 HS 36,90 ABCD 36,97 ABCD
12 H-62A19 HD 39,13 A 38,63 ABC
13 M-3005 HS 37,53 ABCD 38,63 ABC
14 P-3005 LINEA 37,40 ABCD 37,50 ABCD
15 H-3005 HT 36,63 ABCD 37,47 ABCD
16 P-3031 HD 38,23 ABCD 37,43 ABCD
T Promedio 35,57 35,20

Nota 1: No se incluy6 el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativas
Nota 4: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada
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Al igual que en la variable anterior, es dificil inferir el grado de afectacion a partir

de los resultados obtenidos de esta variable para este grupo de genotipos.

Variables de productividad

Peso de mazorca (kg/unidad experimental)

Para la variable Peso de Mazorca, el ANAVAR (Cuadro 24), nos muestra que las
fuentes de variacion Genotipos y la Interaccion genotipo x herbicida arrojaron
diferencias altamente significativas. Esto puede explicarse (como ha sido
mencionado anteriormente) por el valor arrojado por el T5 al no presentar ninguna
planta a cosecha debido a la muerte de todos los individuos por la accion del

herbicida.

Cuadro 24. ANAVAR de cuadrados medios para peso de mazorca, peso de grano y

rendimiento para los genotipos de maiz (Zea mays L.) evaluados en campo.

Peso de Peso de o
o Rendimiento
Fuente de variacién gl mazorca grano K h'l)
(kg/U.E) (kg/UE) 9
Repeticion 2 2,855 0,389 421951,464
Aplicacién de Herbicida
1 0,258 0,518 559935,547
(A)
Error 2 5,358 2,328 2521333
Genotipos (G) 15 54,222 o 38,507 ¥ 41770252,71  **
AXG 15 5,716 o 3,552 ** 3851879,89  **
Error 60 0,555 0,351 381129,888
Total 95 68,964 45,645 49506482,5
CV (%) 7,97 7,89 7,89

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente
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En el Cuadro 25 podemos apreciar el analisis de medias y su respectivo
agrupamiento. La comparacion del promedio simple no muestra grandes

diferencias entre los tratamientos con y sin herbicida.

El comportamiento general, mostré dos grandes grupos en cuanto a la afectacion
por el herbicida nicosulfuron, un primer grupo (mas afectados) formado por el
padre del SK-5050 (T5) con todas las plantas muertas (cuando fue tratado), y por
el Pioneer 3031 (T16), que fue el testigo seleccionado como susceptible para el

ensayo, y un segundo grupo constituido por el resto de los genotipos.

Sin embargo, al comparar dentro de cada genotipo diferenciando el efecto de la
aplicacidn herbicida, se observaron resultados interesantes: Grupos de materiales
(que se encuentran emparentados entre ellos), como T1, T2, T3 y T4,
evidenciaron un aumento del peso de mazorca al comparar las observaciones con
y sin nicosulfuron, pudiéndose explicar este efecto como una respuesta metabolica

de las plantas quiza relacionada con el fenémeno de Hormesis.

Un comportamiento similar (aunque mayor) se noté en el H-62A19 (T12), mientras

que el resto de los materiales mostré diferencias menos importantes.

En el agrupamiento observado en el cuadro de medias (Cuadro 25), la
conformaciéon de aproximadamente 5 grupos (en la columna con herbicida), fue
causada principalmente por la naturaleza de los diferentes tipos de materiales, y
en segundo término por el efecto del herbicida (T5 y T16, los cuales fueron mas

susceptibles y conformaron grupos aparte del resto de los materiales).
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Cuadro 25. Peso de mazorca por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con y

sin nicosulfuron.

. Senotinos Tipo de Peso de mazorca / Parcela (kg)

Material Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 10,94 BCDEFGH 9,52 1J
2 P-5007 HS 11,13 ABCDEF 10,26 DEFGHI
3 H-5007 HD 12,21 A 11,35 ABCD
4 M-5050 HS 10,73 CDEFGHI 9,90 GHIJ
5 P-5050 LINEA 0,00 N 6,98 K
6 H-5050 HT 11,97 AB 11,79 ABC
7 M-5071 LINEA 3,80 LM 4,09 L
8 P-5071 LINEA 2,96 LM 2,63 M
9 H-5071 HS 10,89 BCDEFGH 11,32 ABCDE
10 M-62A19 HS 10,39 DEFGHI 10,43 DEFGHI
11 P-62A19 HS 10,70 CDEFGHI 10,03 FGHIJ
12 H-62A19 HD 11,03 ABCDEFG 9,76 HIJ
13 M-3005 HS 11,18 ABCDEF 10,92 BCDEFGH
14 P-3005 LINEA 10,58 CDEFGHI 10,50 DEFGHI
15 H-3005 HT 11,24 ABCDEF 10,66 CDEFGHI
16 P-3031 HD 8,89 J 10,13 EFGHI
T Promedio 9,91 9,55

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Mdltiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Es evidente, que al intentar producir semillas del Hibrido SK-5050, el uso de
nicosulfuron, estaria completamente prohibido, pues la muerte total de las plantas
del padre, impedirian el cruce y con ello la produccion de semilla hibrida. Con el
resto de los materiales habria simplemente que tomar en cuenta las
recomendaciones realizadas en funcion de lo observado en las variables de

floracion.
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Peso del Grano

Para la variable Peso del grano, el ANAVAR (Cuadro 24), nos muestra que las
fuentes de variacion Genotipos y la Interaccion genotipo-herbicida arrojaron
valores altamente significativos. Esto puede explicarse (como ha sido mencionado
anteriormente) arrojado por el TS al no presentar ninguna mazorca a cosecha

debido a la muerte de todos los individuos por la accién del herbicida.

En el cuadro 26, en el cual se muestran los valores de las medias y sus
respectivos agrupamientos, observamos la conformacion de aproximadamente 5
grupos; tres de ellos con un solo genotipo cada uno: T5, T16 (los mas
susceptibles) y el T3 (que al igual que con peso de mazorca, presentd el valor

mayor).

Un cuarto grupo formado por las lineas progenitoras del hibrido simple SK-5071

(madre y padre) y un quinto grupo poco diferenciado entre ellos.

De forma ldgica, se repite lo observado en la variable anterior con T1, T2, T3y T4,
y T12, con aumentos de peso de grano al aplicar nicosulfuron, lo cual pudiera
atribuirse a una respuesta metabdlica de los materiales a la aplicacion del

herbicida
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Cuadro 26. Peso de grano por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en campo con y sin

nicosulfuron.

T Genotipos Tipo de Peso de Grano / Parcela (kg)

Material Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 8,747 DEF 7,577 HI
2 P-5007 HS 8,540 DEFGH 8,320 EFGH
3 H-5007 HD 10,330 A 9,237 BCDE
4 M-5050 HS 8,767 DEF 8,090 FGH
5 P-5050 LINEA 0,000 N 5,450 J
6 H-5050 HT 10,090 AB 9,743 ABC
7 M-5071 LINEA 2,933 KL 3,160 K
8 P-5071 LINEA 1,977 LM 1,847 M
9 H-5071 HS 9,230 BCDE 9,337 BCD
10 M-62A19 HS 8,417 DEFGH 8,557 DEFG
11 P-62A19 HS 8,310 EFGH 8,160 FGH
12 H-62A19 HD 8,813 CDEF 7,633 GHI
13 M-3005 HS 8,637 DEF 8,943 CDEF
14 P-3005 LINEA 8,383 DEFGH 8,573 DEFG
15 H-3005 HT 8,770 DEF 8,537 DEFGH
16 P-3031 HD 7,077 | 8,207 FGH
T Promedio 7,935 7,728

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron

Nota 2: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra = no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Rendimiento del Grano

Para la variable Rendimiento de grano, el ANAVAR de cuadrados medios (Cuadro

27), nos muestra que las fuentes de variacion Genotipos y la Interaccion genotipo

x herbicida arrojaron valores altamente significativos. Esto puede explicarse (como

ha sido mencionado anteriormente) por el valor arrojado por el T5 al no presentar

ninguna planta a cosecha. Las diferencias entre genotipos observadas en este

cuadro (27), obedecen principalmente a la naturaleza de los materiales evaluados
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mas que a la aplicacion del nicosulfuron, con excepcion de T5 y T16 (mas

susceptibles).

Del mismo modo que con la variable peso de grano, observamos la conformacion
de aproximadamente 5 grupos. Los dos ultimos o mas susceptibles (T5y el T16) y
el mayor de todos (T3), formados por un genotipo cada uno (Cuadro 27). Un
cuarto grupo formado por las dos lineas progenitoras del hibrido simple SK-5071
(madre y padre), y un quinto grupo con 12 materiales poco diferenciados entre

ellos.

Al estar directamente relacionado con las dos variables anteriores (peso de
mazorca y peso de grano), se repite el comportamiento observado con T1, T2, T3

y T4,y T12, con aumentos de rendimiento de grano al aplicar nicosulfuron.

Los resultados anteriores claramente demuestran la incidencia del herbicida
nicosulfuron sobre la variable rendimiento de grano, perjudicando a algunos

genotipos, y beneficiando aparentemente a otros.

Estos resultados concuerdan en parte con lo sefialado por Damido Filho et al.,
(1996); Méro y Damido Filho (1999); O"Sullivan et al., (2002), en sus estudios
sobre la tolerancia del maiz al nicosulfuron. Estos autores sefialan que la
disminucién de los rendimientos en el maiz al aplicar nicosulfuron dependen del
momento de la aplicacion, las caracteristicas intrinsecas de cada cultivar, y la
capacidad de estos para detoxificar el herbicida, asi como las diferentes
condiciones ambientales bajo las cuales se lleve a cabo la siembra. Sin embargo,
estos autores no reportaron en ningln momento un aumento en los rendimientos

de los diferentes materiales por ellos evaluados.
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Cuadro 27. Rendimiento de grano (kg/ha) por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado en

campo con y sin nicosulfuron.

- Genotipos Tipo de Rendimiento de Grano (kg/ha)

Material Con herbicida Grupo Sin herbicida Grupo
1 M-5007 HS 9110 DEF 7891 HI
2 P-5007 HS 8896 DEFGH 8667 EFGH
3 H-5007 HD 10760 A 9623 BCDE
4 M-5050 HS 9135 DEF 8425 FGH
5 P-5050 LINEA 0 N 5674 J
6 H-5050 HT 10510 AB 10150 ABC
7 M-5071 LINEA 3056 KL 3295 K
8 P-5071 LINEA 2060 LM 1924 M
9 H-5071 HS 9616 BCDE 9725 BCD
10 M-62A19 HS 8768 DEFGH 8914 DEFG
11 P-62A19 HS 8658 EFGH 8499 FGH
12 H-62A19 HD 9181 CDEF 7950 GHI
13 M-3005 HS 8994 DEF 9312 CDEF
14 P-3005 LINEA 8732 DEFGH 8932 DEFG
15 H-3005 HT 9131 DEF 8894 DEFGH
16 P-3031 HD 7369 I 8546 FGH
T Promedio 8265 8050

Nota 1: No se incluyé el T5 en el promedio por muerte total de plantas con nicosulfuron
Nota 2: Prueba Rangos Mdltiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Los resultados obtenidos para esta variable, sOlo permitieron determinar la
susceptibilidad de aquellos cultivares moderada y altamente sensibles al
nicosulfuron, mas no permitieron clasificar con facilidad al resto. Esto coincide con
lo reportado por Cavalieri et al., (2008), quienes sefalaron que sélo un genotipo
entre 33 hibridos de maiz se diferencié claramente de los otros, siendo el mas
sensible. Asimismo, afirmaron que debido a las diferencias encontradas entre los
resultados de invernadero y de campo, la evaluacion de este ultimo era

absolutamente necesaria para asi determinar con mas exactitud tanto la
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disminucién del rendimiento de grano que puede provocar el nicosulfuron, como la

la susceptibilidad de los diferentes cultivares.

indice de Tolerancia a Stress (ITS)

En aquellas variables donde observamos anteriormente, interaccion Genotipo X
Herbicida, se utilizo el indice de tolerancia a stress (ITS) (Fernandez, 1992) con la
finalidad de obtener una mejor informacion al respecto. Aunque originalmente fue
disefiado para estrés hidrico, es aplicable a diferentes clases de estrés, como el

efecto de agroquimicos.

ITS=[Yp*Ys] /[Yp]?

Donde “Ys” es igual al rendimiento bajo condiciones de estrés, “Yp” el rendimiento
sin estrés y Yp? el promedio del rendimiento experimental de todos los genotipos
creciendo sin estres. Valores altos de ITS indican que los genotipos tienen alta

tolerancia al estress evaluado.

Este indice permite la comparacion de los genotipos entre si independientemente
de su naturaleza (linea endocriada, hibrido simple, trilineal o doble),
contrastandose cada cultivar de forma individual comparando su respuesta

particular bajo estrés contra el comportamiento en condiciones normales.

ITS para variables vegetativas

Siendo el ITS un indicador de la susceptibilidad de los cultivares bajo estudio en
condiciones de stress, podemos observar como para las siguientes variables
vegetativas los resultados del ANAVAR reflejan diferencias importantes entre los
genotipos ante la aplicacion del nicosulfuron. (Cuadro 28).
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Cuadro 28. ANAVAR de los cuadrados medios del ITS para variables vegetativas de

genotipos de maiz (Zea mays L.) evaluados en campo con y sin nicosulfuron.

Plantas Altura Altura Diametro
Fuente de
L gl Cosechadas Planta Mazorca Tallo
variacion
(N°) (cm) (cm) (cm)
Repeticion 2 0,001 0,038 *x 0,05 * 0,063 *x
Genotipos (A) 15 0,194 ** 0,189 *x 0,0195 *x 0,193 *x
Error 30 0,001 0,004 0,009 0,004
Total 47 0,196 0,231 0,0785 0,26
CV (%) 3,41 7,09 10,42 6,81

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente

De forma especifica, observando el Cuadro 29 donde se reflejan las medias del
ITS y su respectivo agrupamiento, se puede decir que para las variables altura de
planta y mazorca se observa un material altamente susceptible (T5), que resulté
estadisticamente inferior a todos, presentando un 100% de mortalidad por lo cual

su ITS fue el mas bajo de todos.

El mayor valor absoluto para el ITS fue mostrado por el material T15 (grupo 1),
quien supero estadisticamente a T6, T8, T9 y T13 (grupo 2) y por supuesto a T5
(el material mas susceptible del ensayo, que formé el Ultimo grupo), y un cuarto
grupo con el resto de los materiales (T1, T2, T3, T4, T7, T10, T11, T12, T14 y T16)
con un grado intermedio en susceptibilidad ante la aplicacion del nicosulfuron
(Cuadro 29).
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Cuadro 29. indice de tolerancia a strés (ITS) por genotipo de maiz (Zea mays L.) evaluado

en campo con y sin nicosulfuron.

Altura de Altura de Diametro Plantas

_ Tipo de planta mazorca de tallo cosechadas

T | Genotipos
Material (cm) (cm) (cm) (N°)
Media | Grupo | Media | Grupo | Media | Grupo | Media | Grupo

1 M-5007 HS 0,9644 ABC [0,9688 AB 1,015 AB 0,944 AB
2 P-5007 HS 1,015 ABC (09857 AB |0,9868 AB 1,036 A
3 H-5007 HD 1,055 AB 1,064 AB 1,074 A 0,9949 AB
4 M-5050 HS 0,9855 ABC | 1,015 AB 1,021 AB 1 AB
5 P-5050 LINEA 0 D 0 C 0 C 0 C
6 H-5050 HT 0,9274 C 0,9188 B 0,9101 B 1,001 AB
7 M-5071 LINEA 0,9729 ABC | 0,963 AB | 0,9042 B 1,007 AB
8 P-5071 LINEA 0,9397 BC 10,9133 B 0,9989 AB 1,055 A
9 H-5071 HS 0,939 BC |0,9045 B 1,057 A 0,9944 AB
10| M-62A19 HS 1,006 ABC | 1,018 AB ]0,9626 AB 1,03
11| P-62A19 HS 1,03 ABC | 1,026 AB ]0,9109 B 0,9662 B
12| H-62A19 HD 1,011 ABC 1,06 AB 1,011 AB 1,018 AB
13| M-3005 HS 0,9309 BC |0,8813 B 0,9915 AB 1,017 AB
14| P-3005 LINEA 1,035 ABC | 1,032 AB 1,047 A 1,031 A
15| H-3005 HT 1,064 A 1,112 A 1,007 AB 1,029 A
16| P-3031 HD 0,956 ABC [0,9684 AB 1,013 AB 1,03 A

Nota 1: Prueba Rangos Mdltiples de Duncan al 5 %. Misma letra= no hay diferencias significativas
Nota 2: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Con respecto al diametro del tallo, las diferencias fueron menos claras,
formandose grupos con varios materiales. Un primer grupo (mas tolerante)
conformado por T3, T9 y T14. El dltimo grupo (4) constituido por el T5 (el mas
susceptible) y dos grupos intermedios en tolerancia: el grupo 2, con T1, T2, T4,
T8,T10,T12,T13,T15y T16,yel 3,conT6, T7 y T11l. Con excepcion del T5, esta

variable es poco clara para analizar la tolerancia a este herbicida.

En relacion al nUmero de plantas cosechadas, al igual que con la variable diametro

de tallo, su comportamiento no es reflejo de la tolerancia del genotipo al herbicida,
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a menos que una gran susceptibilidad de algunos de ellos provoque la muerte de
muchas plantas en el transcurso de su ciclo (T5). Al igual que en las tres
anteriores variables se observa que el T5 resultd altamente susceptible mientras
que el resto de los materiales son estadisticamente superiores a este pero con

menores diferencias de tolerancia entre ellos.

ITS para variables de Floracién masculina y Floracién Femenina

El ANAVAR de los cuadrados medios del ITS, (Cuadro 30) mostro diferencias
significativas entre las repeticiones y los genotipos. Las medias del ITS de la
floracion masculina (Cuadro 31) mostr6 dos grandes grupos, uno con indice cero (
0), el cual lo conformaban el T5 (donde todas las plantas murieron antes de
floracién), junto a T10 y T13 (ambas madres androestériles) y un segundo grupo

con el resto de los 13 materiales.

Cuadro 30. ANAVAR de cuadrados medios para el indice de Toleranciaa stres (ITS) de

variables de floracion de genotipos de maiz (Zea mays) evaluados

Dias a Dias a
Fuente de variacion al floracion ol floracion
masculina femenina
Repeticion 2 0,006 *x 2 0,011 *x
Genotipos (A) 15 0,487 *x 15 0,187 *x
Error 27 0,001 30 0,001
Total 44 0,494 47 0,199
CV (%) 3,58 3,04

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente

En el ITS de la floracion femenina (Cuadro 31), también se observaron dos grupos
claramente definidos y diferenciados entre si, uno de ellos conformado Unicamente

por el T5 donde todas las plantas murieron antes de floracion y un segundo grupo
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con los otros 15 genotipos agrupados en un orden diferente al observado en el ITS

de la floracién masculina.

En ambos casos, se puede decir que las floraciones no permiten dilucidar la
tolerancia de los materiales al herbicida (nicosulfuron), a menos que sea altamente
susceptible (T5), o existan fallas totales de floraciébn por otras razones como por

ejemplo la androesterilidad.

Cuadro 31. Medias y agrupamiento de los indices de tolerancia a stres (ITS) de las variables

dias afloracion masculinay femenina.

Dias a floracion » .
masculin Dias floracion femenina

T Genotipos Material Media Grupos Media Grupos
1 M-5007 HS 0,9963 A 1 A
2 P-5007 HS 1,006 A 1 A
3 H-5007 HD 0,9794 A 0,9692 A
4 M-5050 HS 0,9897 A 0,9851 A
5 P-5050 LINEA 0 B 0 B
6 H-5050 HT 1,022 A 1,022 A
7 M-5071 LINEA 0,9906 A 0,9914 A
8 P-5071 LINEA 1,026 A 1,027 A
9 H-5071 HS 1,016 A 1,017 A
10 M-62A19 HS 0 B 0,9692 A
11 P-62A19 HS 0,9948 A 1,001 A
12 H-62A19 HD 0,9893 A 0,9738 A
13 M-3005 HS 0 B 1,011 A
14 P-3005 LINEA 0,9795 A 0,9747 A
15 H-3005 HT 0,9839 A 0,9787 A
16 Pioneer 3031 HD 1,011 A 1,016 A

Nota: Prueba Rangos Multiples de Duncan al 5 %. Misma letra=no hay diferencias significativas
Nota 2: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Como se menciond anteriormente en los analisis de indice de afectacién, uno de
los objetivos principales de este trabajo es el generar recomendaciones para la

produccion de semilla hibrida, por lo cual resulta de vital importancia el analisis de
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cada genotipo en particular y no una simple comparacion entre ellos. En ese
sentido, dado que en la produccion de semilla hibrida (a diferencia de la
produccion de consumo), cualquier variante entre el momento de la emision de
polen y la salida de los estigmas puede afectar la produccién de los hibridos, el
orden de tolerancia resulta sumamente importante ya que se pudieron observar
diferencias entre las fechas de floracion para los progenitores masculinos y
femeninos. Por tal motivo, se analizd6 cada caso de forma particular para
determinar en cuales hibridos la variacion de la coincidencia de floracion
originalmente establecida pudiera representar un problema en la fecundacion y por
ende en la produccion de la semilla del hibrido en si, tal y como puede observarse
en las Figuras 14 y 15.

ITS para variables de productividad

Los diferentes valores observados en los Anavar de las variables del ITS del peso
de mazorca, peso de grano y rendimiento de grano por hectarea, indican que hubo
claras diferencias tanto entre los genotipos, como entre las parcelas con y sin

nicosulfuron.

Cuadro 32. Cuadrados medios del ANAVAR del indice de tolerancia a estrés de las
variables de productividad del cultivo al herbicida nicosulfuron de acuerdo al genotipo a
cosecha (125 dds).

Peso de Peso de o
o Rendimiento
Fuente de variacién gl Mazorca Grano .
(Kg.h™)
(kg/parcela) (Kg/parcela)
Repeticion 2 0,123 ** 0,094 * 0,094 *
Genotipos (A) 15 0,218 ** 0,219 * 0,219 *
Error 30 0,014 0,011 0,011
Total 47 0,355 0,324 0,324
CV (%) 12,13 10,89 10,89

Nota: * y ** = diferencias significativas al 5y 1 % respectivamente
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El indice de Tolerancia a Stress (ITS), utilizado en el presente estudio para
comparar las parcelas principales con y sin nicosulfuron, refleja al analizar las
medias, una serie de valores que oscilan entre 0 y 1,16. Aquellos genotipos con
medias altas serian los que presentaron menor nivel de dafio por el herbicida. En
ese sentido, se puede observar la conformacion de cuatro grupos mas o menos

definidos.

Un primer grupo conformado por los genotipos T1, T3, T4 y T12 que son los
materiales menos afectados por el herbicida. Un dltimo grupo (4), en el otro
extremo y formado Unicamente por T5, (Totalmente dafiado por el herbicida). Un
tercer grupo con T8 y T16 (afectados en su rendimiento de manera importante) y
un cuarto grupo con niveles intermedios de tolerancia moderada (resto de los
genotipos). Estos resultados confirman de manera casi exacta lo observado con el
analisis de la variable indice de Afectacion al cultivo. El orden en funcion al indice

de tolerancia a stress seria entonces el siguiente:

e Grupol:T1, T3, T4y T12 (Materiales menos afectados)

e Grupo 2: T2, T6, T7, T9, T10, T11, T13, T14, T15 (Niveles moderados de
tolerancia)

e Grupo 3: T8y T16 (afectados de manera importante en su rendimiento)

e Grupo 4: T5 (Altamente afectado)
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Cuadro 33. indice de tolerancia del cultivo (ITS) al herbicida nicosulfuron segin genotipo

para las variables peso de mazorca, y rendimiento de grano por hectarea a cosecha (125

dds).
) Peso de mazorca Rendimiento
T Genotipos Tipo de (kg/parcela) (kg.h™)
Cruce

Media Grupo Media Grupo
1 M-5007 HS 1,161 A 1,162 A
2 P-5007 HS 1,111 ABC 1,045 ABC
3 H-5007 HD 1,087 ABC 1,131 AB
4 M-5050 HS 1,086 ABC 1,086 AB
5 P-5050 LINEA 0 D 0 E
6 H-5050 HT 1,015 ABC 1,037 ABC
7 M-5071 LINEA 0,9495 ABC 0,9431 BCD
8 P-5071 LINEA 0,9169 BC 0,8309 D
9 H-5071 HS 0,9659 ABC 0,9909 ABCD
10 M-62A19 HS 0,9977 ABC 0,9847 ABCD
11 P-62A19 HS 1,069 ABC 1,022 ABCD
12 H-62A19 HD 1,132 AB 1,157 A
13 M-3005 HS 1,025 ABC 0,9655 ABCD
14 P-3005 LINEA 1,007 ABC 0,978 ABCD
15 H-3005 HT 1,065 ABC 1,031 ABCD
16 P-3031 HD 0,8795 C 0,8624 CD

Notal: No se colocé el peso de grano ya que su comportamiento fue idéntico al de la variable

Rendimiento.

Nota2: Prueba Rangos Mdltiples de Duncan al 5 %. Misma letra= no hay diferencias significativas
Nota 3: HS = Hibrido simple; HT = Hibrido trilineal; HD: Hibrido doble; Linea: Linea endocriada

Después de analizar estos dos ITS de las variables de productividad, podemos

decir que estas nos permiten hacer inferencias mas claras sobre la tolerancia de

los genotipos, en relaciébn al resto de las variables. Ademas, confirman lo

observado en los indices de afectacion al cultivo (dafios a las plantas) analizado

previamente.
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Confirmacion tanto de la tolerancia como la susceptibilidad de progenitores

de maiz amarillo al herbicida nicosulfuron mediante experimentos de

respuesta a dosis

Otra manera de verificar la susceptibilidad y resistencia a los herbicidas es
mediante los ensayos de respuesta a dosis. Estos tienen como objetivo el
demostrar dicha reaccién y determinar la dosis minima que ocasiona la

disminucién del crecimiento de las plantas en un 50% (EDs).

Para ello, se seleccionaron los genotipos con el comportamiento en campo mas
contrastante, el progenitor masculino del hibrido SK-5050 (T5) y el progenitor
femenino del hibrido SK-5007 (T1); el primero por su susceptibilidad y el segundo

por presentar una alta tolerancia a la aplicacion del herbicida.

Siguiendo tal metodologia se obtuvieron las curvas de regresion entre la dosis del
herbicida aplicado y el desarrollo de las plantas medido como peso fresco. En la
Figura 16 se presentan las curvas obtenidas para ambos genotipos y en el Cuadro

32 los parametros de ambas curvas.

Experimento de Respuesta a Dosis:

Los resultados de invernadero corroboraron lo observado en campo, donde el T1
resulté altamente tolerante al herbicida nicosulfuron a la dosis méas alta

recomendada por el fabricante, mientras que el T5, resulté altamente susceptible.

El modelo utilizado para explicar el comportamiento de los materiales, a partir de
los pesos frescos de los tratamientos cosechados a los 14 dias después de la
aplicacién de nicosulfuron, fue adecuado, lo cual se refleja en los elevados R?, que
se muestran en los parametros de regresion en el cuadro 34, los cuales fueron,

0,97 para el cultivar tolerante y 0,94 para el susceptible.
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Por cuanto con el material tolerante, T1 (Madre del SK-5007), no se alcanza la
mortalidad de la mitad (50 %) de las plantas (Figura 16), alin con el doble (2X) de
la dosis méxima recomendada por el fabricante (37,5 g ia h™), no se pudo
determinar con exactitud su EDsp, por lo cual se hace necesario otro ensayo,
donde se experimente con dosis mas altas del ingrediente activo nicosulfuron. Sin
embargo, podemos asegurar, que la EDs5g de dicho tratamiento, supera los 75 g ia
h™.

Cuadro 34. Parametros de regresién para los genotipos de maiz (Zea mays) T1 y T5

evaluados en condiciones de invernadero

Parametros de regresion

. . ED50
Genotipo Ecuacion a b c d . R 3 RIS
(gia.ha’)
Padre SK-5050 (S)  Y=c+(d-<)[1+(X/EDs]” 08902 36838 999997 01354 09399 <0,0001
Madre SK-5007 (R)  Y=a +b* 100,216  -0,2264 >75 09735 <0,0001 No
calculable

Donde: Y= peso fresco expresado como porcentaje sobre el control (no tratado),

X= variable independiente,

a=peso fresco sin aplicacion del herbicida

¢ y d=coeficiente inferior y superior respectivamente,

b = pendiente de la linea,

EDso=dosis de herbicida que se requiere para reducir el 50% del crecimiento (Streibig et al., 1993).
R2=estimacion del coeficiente de determinacion

P: nivel de significacion,

R/S: indice de resistencia (EDsy R/ EDsgg S).

Con respecto al genotipo susceptible, T5 (Padre del SK-5050), se pudo observar,
que su tolerancia al nicosulfuron fue muy baja (EDsg inferior a 2 g ia h™) lo cual en
nuestro estudio, representaba menos de 1/32X de la dosis maxima recomendada

por el fabricante (37,5 g ia h™).

En ambos casos, se recomienda variar el nimero de dosis para poder estructurar

la curva adecuadamente. En el caso del T1, hacia valores mas altos (4X, 6X, 8X),
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mientras que para T5, deberian ser mas bajos, pudiendo Iniciar con 1/2X e ir

reduciendo dicha dosis inclusive por debajo de 1/64X.

El indice de resistencia no fue posible calcularlo debido a que no logramos
determinar la EDso del genotipo tolerante, sin embargo, los resultados para el
genotipo susceptible fueron tan bajos, que la relacién con el tolerante fue superior
a 2, por lo cual se puede decir con seguridad, que T1 (igual a T4) y madre del SK-

5007, es tolerante.
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Figura 16. Grafico sobre el efecto de la dosis de nicosulfuron sobre el peso fresco de los

genotipos tolerante (T1) y susceptible (T5) desarrollado en invernadero.
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Evaluacion del efecto sinérgico o antagonico de la adicion de inhibidores del

complejo enzimético citocromo P450 monooxigenasa en un genotipo

tolerante a nicosulfuron.

Experimento de Inhibicién de P450

En el Cuadro 35 se presenta el analisis de la varianza donde puede observarse
como tanto para las repeticiones como para el tratamiento las diferencias fueron
altamente significativas. En el cuadro 36 se aprecian los valores de peso fresco
del cultivar T1 (genotipo tolerante) los cuales indican que los insecticidas malation
y metomilo a las dosis evaluadas no parecieron tener un efecto adverso sobre el
peso fresco de las plantas, mientras que el clorpirifos, a la dosis utilizada, provoco

la disminucion del peso fresco (g) del material.

Cuadro 35. Peso fresco (gr) del genotipo tolerante (T1), segln el insecticida utilizado para

inducir la inhibicién del complejo citocromo P-450.

Fue_nte. Eje gl CM
variacion
Repeticion 4 885,02 *x
Tratamiento 4 243,49 **
Error 16 40,16
Total 24
CV (%) 10,24

La combinacion nicosulfuron + clorpirifos, provoc6 una reduccién del peso fresco
de la parte aérea de manera significativa, en comparacion con los otros 4
tratamientos. La reaccion del genotipo tolerante T1 ante las aplicaciones de los
diferentes inhibidores del complejo enzimatico P-450, estaria demostrando que la

causa de la alta tolerancia observada en este genotipo es de origen metabdlico.
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Cuadro 36. Tratamientos y peso promedio de materia fresca del genotipo de maiz T1

tolerante a nicosulfuron al ser tratado con los inseciticidas malation, Clorpirifos y Metomilo

Tratamiento Peso materia fresca (g)
Testigo absoluto 69,13 A
Nicosulfuron 59,54 B
Nicosulfuron +Malation 70,88 AB
Nicosulfuron+Clorpirifos 51,00 C
Nicosulfuron+Metomilo 64,08 AB

Estos resultados ademas de evidenciar el origen metabdlico de la tolerancia y
susceptibilidad del maiz al nicosulfuron, sugieren al mismo tiempo, la posibilidad
de existencia de sinergismo en el caso de clorpirifos y antagonismo para malation
y metomilo, por lo cual, se recomienda la conduccion de un nuevo experimento
utilizando clorpirifos a varias dosis, para determinar con exactitud a qué dosis

provoca la maxima inhibicién del mencionado mecanismo.

Asociacion de la tolerancia diferencial de progenitores e hibridos de maiz

amarillo al herbicida nicosulfurén con marcadores moleculares tipo RAPD’s

Extraccién de ADN

De las metodologias de extraccion de ADN a partir de tejido foliar y tejido de
semillas, la metodologia descrita por CIMMYT (2006) a partir de tejido foliar de
plantulas de 7 dias de germinada, fue la que permiti6 obtener ADN de buena
calidad y cantidad para la amplificacion de los marcadores RAPDs (Figura 17 A);
por el contrario con el procedimiento descrito por Barra et al. (2012), la extraccion
de ADN fue fortuita en cuanto a la cantidad de ADN, observandose ademas

degradacion y presencia de ARN (Figura 17B).
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Figura 17. Electroforesis en geles de agarosa 0,8% mostrando resultados de la extraccién de
ADN a partir de tejido foliar de plantulas de maiz, segun el procedimiento descrito por
CIMMYT (A) 6 (B) Barra et al. (2012).

Amplificacién de fragmentos RAPDs

De los siete cebadores utilizados, se encontré buena amplificacién y repetibilidad
para los cebadores OPA-2 y OPA-9, obteniendose un total de siete bandas de
buena resolucion, una de ellas monomoérficas por lo que no fue tomada en cuenta

en los andlisis posteriores.

Estudio de Agrupamiento de progenitores e hibridos de maiz

En vista de que finalmente se consideraron seis bandas polimérficas y de buena
resolucion y repetibilidad, era necesario verificar su robustez, considerando como
criterio, su capacidad o no de evidenciar las relaciones parentales entre los
distintos genotipos. Para ello se realizaron los andlisis de agrupamiento UPGMA y

de correspondencia simple.

El dendrograma de agrupamiento UPGMA basado en la distancia de Jaccard

(Figura 18), permite apreciar el parentesco existente entre los diversos genotipos
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bajo estudio, pudiéndose observar la formacién de tres grupos y un genotipo sin

agrupamiento evidente.

Genotipo no agrupado: a una distancia de similitud de 0,41, el Hibrido SK-
5050 (T6), se diferencia del resto de los genotipos.

Grupo 1: A una distancia de similitud de 0,5, se diferencia un primer grupo
conformado por los genotipos T1, T4, T7 y T9. Los dos primeros (T1y T4),
son materiales genéticamente idénticos y madres de los hibridos SK-5007 y
SK-5050. Los genotipos T7 y T9 corresponden a la madre e hibrido SK-
5071, respectivamente. El agrupamiento de este conjunto de materiales
puede explicarse dado que T7 es la madre de T1, T4y T9.

Grupo 2: A una distancia de 0,63 se evidencia la conformacion de un grupo
contentivo de ocho materiales genéticos, que a su vez puede diferenciarse
en tres subgrupos: el primero con T13, T14 y T15 (Madre, padre e hibrido
H-3005 de Himeca), ademas del T11 (Padre del H-62A19). El segundo con
los cultivares T10 y T12 (Madre e hibrido H-62A19 de Himeca), ademas del
T2 (Padre del SK-5007). Finalmente, separado a una distancia de 0,82 el

cultivar T3.

Grupo 3: El tercer grupo se encuentra formado por las lineas endocriadas
T5y T8 (Padre del SK-5050 y Padre del SK-5071, respectivamente)
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Figura 18. Dendrograma UPGMA de agrupamiento de progenitores e hibridos de

maiz (Zea mays L.)

El analisis de correspondencia simple (Figura 19), nos permite discernir un poco
mejor los parentescos entre los diversos genotipos y vemos como T5 y T6 se
encuentran algo alejados del resto de los materiales y con cierta cercania entre si,
ello se explica debido a que ambos cultivares se encuentran emparentados entre
si, siendo padre e hijo, (padre SK-5050 e hibrido SK-5050 respectivamente), la
diferencia entre ambos para este marcador viene dada por la madre del SK-5050
(T4=T1).

Resulta sumamente interesante en este caso que el T5 fuese el genotipo que
mostré una alta susceptibilidad al nicosulfuron, mientras que el T1 (T4) fue el
cultivar que mostrd6 mayor tolerancia a dicho herbicida, caracteristica que se
trasmitié a la descendencia T6 (hibrido SK-5050)
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Los cualtivares T1 y T4, se ubicaron en el mismo sitio, pues (como se ha
mencionado previamente) ambos materiales son el mismo hibrido simple con
denominaciones diferentes, ya que fueron utilizados como madre de dos hibridos
diferentes. EI T7 y T9 estan juntos pues son madre e hijo respectivamente y la
cercania de ellos con T3 se explica puesto que T7 es madre del T9 y abuela del
T3.

En el cuarto grupo se pueden ver con mas claridad las cercanias de los subgrupos
pues T13, T14 y T15 (madre, padre e hibrido comercial, respectivamente), forman

parte del mismo material.

El T10, es la madre de T12, mientras que T11y T14 son los padres de los hibridos
H-62A19 y H-3005 respectivamente, compartiendo una linea endocriada, de alli su
agrupamiento. También se pueden explicar las cercanias en la ubicacién de los
genotipos T13, T15y T12, pues comparten una linea endocriada materna.
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Figura 19. Andlisis de correspondencia simple de progenitores e hibridos de maiz (Zea mays
L.)
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Asociaciéon de Bandas RAPD con el comportamiento de los genotipos bajo el

efecto del herbicida nicosulfuron

Aquellas variables que mostraron diferencias significativas por el efecto del
herbicida fueron consideradas para el siguiente analisis, éstas fueron: indices de
Afectacion a los 7 y a los 14 dias después de la aplicacion del herbicida (7 y 14
dda) y los indices de Tolerancia al Estrés (ITS) para las variables altura de planta,

peso de mazorca y rendimiento.

Considerando la presencia o ausencia de bandas, se realizaron los analisis de la
varianza de una sola via para las variables mencionadas anteriormente. En el
Cuadro 37 se presentan los cuadrados medios de cada ANAVAR para cada una

de las seis bandas polimorficas.

En dicho cuadro se evidencia que de las seis bandas, la banda 3 fue la que mostro
diferencias significativas y altamente significativas para todas las variables
consideradas. Ello pudiera ser un indicativo de una posible asociacién entre la
misma y la susceptibilidad de los genotipos al herbicida nicosulfuron.

En vista de los resultados obtenidos, se procedié a calcular las medias y
desviacién estandar para los grupos con presencia 0 ausencia de bandas para
cada una de las variables consideradas (Cuadro 38), observandose que para las
bandas 1, 2, 4, 5y 7, la presencia o ausencia de la banda no se relaciona de
manera evidente con la media del comportamiento de las variables y al considerar

la desviacion estandar vemos que los dos grupos se solapan.
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Cuadro 37. Anadlisis de la varianza (ANAVAR) de presencia o ausencia de bandas RAPD, con
respecto a las variables Indices de Afectacion a los 7 y a los 14 dias después de la
aplicacion del herbicida nicosulfuron (7 y 14 dda), y los indices de Tolerancia al Estrés (ITS)

para las variables altura de planta, peso de mazorca y rendimiento, de progenitores e

hibridos de maiz.

Variable Fue-ntel f:le g Cuadrados Medios
variacion Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5 Banda 7
. Entre 1 1136 ns 12049 * 12491 * 1328 ns 5242 * 0.008
Indice de Dentro 43 1107 0.853 0.843 1.103 1.012 1.133
Afectacion 7
dda Total 44
CV(%) 48,739 40,35 40,1 45,86 43,93 46,5
i Entre 1 5828 ns 4219 ns 43710 * 0.784 4550 ns 2077
Indice de Dentro 43 2.201 2.238 1320 2.318 2.231 2.288
Afectacion 14
dda Total 44
CV(%) 93.02 93,8 72,03 95,46 93,64 94,84
Entre 1 0.448 * 0.027 1.474  * 0.000 0.055 0.133 ns
ITS Altura de Dentro 43 0.060 0.070 0.036 0.070 0.069 0.067
planta Total 44
CV(%) 26.50 28,58 20,58 28,7 28,44 28,07
Entre 1 0.093 0.007 1.815 * 0.000 0.075 0.008
ITS Peso de Dentro 43 0.198 0.200 0.158 0.200 0.198 0.200
Mazorca Total 44
CV(%) 43.65 43,87 38,99 43,89 43,7 43,87
Entre 1 0.010 0.007 1.777 *0.000 0.102 0.011
ITS Dentro 43 0.301 0.301 0.259 0.301 0.298 0.301
Rendimiento Total 44
CV(%) 53.48 53,49 49,69 53,5 53,29 53,48

Sin embargo, cuando se revisan las medias del comportamiento en campo con
respecto a la presencia o ausencia de la banda RAPD 3, las diferencias son
importantes y no se solapan; siendo una evidencia estadistica de la posible

asociacion de esta secuencia de ADN.

Los genotipos que presentan la banda 3 expresan una mayor afectacion a los 7 y
14 dias después de aplicacion del herbicida, asi como una menor tolerancia
reflejada en la variable altura de planta, peso de mazorca y rendimiento. Estos
genotipos son los denominados T5 y T6, padre e hibrido SK-5050
respectivamente, lo que coincide con la herencia dominante de este tipo de
marcador, ya que al presentar el padre la banda, esta debe aparecer en la

descendencia, es decir en el hibrido SK-5050.
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Estos resultados coinciden con lo observado por Pataky et al., (2008), quienes
encontraron la expresion de un simple alelo de susceptibilidad (correspondiente en
nuestro caso al comportamiento del T5), en genotipos de maiz. Sin embargo, es
preciso aislar y secuenciar dicha banda RAPD, a fin de desarrollar un marcador
tipo SCAR vy verificar en otros genotipos susceptibles la presencia o no de la

misma.

Resulta sumamente interesante que el hibrido SK-5050, retna en su genoma
tanto a T5 (padre), genotipo que mostré una alta susceptibilidad al nicosulfuron,
como a T4 (madre, y genéticamente idéntica a T1), cultivar que mostré mayor
tolerancia a dicho herbicida, caracteristica que se trasmitié a la descendencia, T6
(Hibrido SK-5050).

Los resultados observados en el comportamiento de ambos padres y el hibrido
resultante de este cruzamiento coinciden casi exactamente con lo observado por
Pataky et al., (2009), quien cruz6 materiales homocigotas recesivos (susceptibles
a nicosulfuron y mesotrione), los cuales morian al poco tiempo de asperjados, con
cultivares homocigotas dominantes (tolerantes en alto grado al nicosulfuron y
mesotrione), dando como resultado hibridos o progenies heterocigotas para el
caracter. Estos cultivares heterocigotas si bien fueron afectados en alguna forma
por estos herbicidas, mostraron un comportamiento intermedio méas parecido al
homocigota dominante para la tolerancia y hacia el final del ciclo se recuperaron,

obteniendose buenos rendimientos.
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Cuadro 38. Medias y desviacion para las variables indices de Afectacion a los 7y a los 14
dias después de la aplicacion del herbicida nicosulfuron (7 y 14 dda), y los indices de
Tolerancia al Estrés (ITS) para las variables altura de planta, peso de mazorca y rendimiento,

de progenitores e hibridos de maiz, en relaciéon a la presencia o ausencia de bandas RAPD.

indice de indice de ITS Altura de ITS Peso de TS Rendimiento
Afectacion 7 dda  Afectacion 14 dda planta Mazorca
Banda RAPD
Vedia DeS\{iaciOn Vedia DeS\{iacién Vedia Desv/iacién Vedia DeS\{iacién Vedia DES\{iaciOn
estandar estandar estandar estandar estandar
Ausencia 2,12 1,29 1,98 2,15 0,82 0,35 0,97 0,64 1,01 0,79
Banda 1

Presencia 2,44 0,79 1,26 0,28 1,02 0,08 1,06 0,12 1,04 0,11
Ausencia 1,43 0,75 1,09 0,16 0,97 0,06 1,04 0,15 1,05 0,13

Banda2 —o encia 260 098 178 173 091 030 10l 051 102 063
sanag Useca 208 09 121 026 100 008 L0 037 110 080
Presencia 3,63 1,06 4,11 3,29 0,46 0,51 0,51 0,56 0,52 0,57
sandas USECE 298 012 110 007 09 008 102 00 104 005
Presencia 2,24 1,08 1,63 1,56 0,93 0,27 1,02 0,46 1,02 0,56
cardas MUSena 250 104 179 173 0% 030 100 05l 100 063
Presencia 172 091 107 013 098 007 109 012 110 040
caray Musenca 23l 08 124 013 102 009 104 009 100 007

Presencia 2,28 1,14 1,73 1,75 0,89 0,30 1,01 0,52 1,04 0,63
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CONCLUSIONES

El genotipo T5 (Padre del SK-5050) fue el Unico genotipo que resulté altamente
susceptible al nicosulfuron, tanto en campo como en invernadero, superando

ampliamente al testigo susceptible del presente estudio (Pioneer 3031).

El progenitor madre del hibrido SK-5007 (identificado como T1, e idéntico
genéticamente a T4) resultdé altamente tolerante al herbicida nicosulfuron, tanto en

condiciones de campo como invernadero.

El resto de los materiales evaluados en este trabajo mostraron tolerancia al
herbicida nicosulfuron en campo, presentando solo sintomas leves de dafio y
recuperandose con el transcurso de las semanas bajo las condiciones del
presente estudio.

Las variables vegetativas Altura de Planta, Altura de Mazorca, Diametro de tallo y
Numero de Plantas cosechadas, lograron diferenciar al genotipo altamente
susceptible del resto de los cultivares evaluados. Sin embargo no permitieron
diferenciar con claridad el nivel de susceptibilidad y/o tolerancia del resto de

genotipos entre si al nicosulfuron.

Las variables de productividad (peso de mazorca, peso de grano y rendimiento) y
componentes del rendimiento (nimero de granos por hilera y nimero de hileras
por mazorca), lograron diferenciar al genotipo altamente susceptible del resto de
los cultivares evaluados. Sin embargo no permitieron diferenciar con claridad el
nivel de susceptibilidad y/o tolerancia del resto de genotipos entre si al

nicosulfuron.

Las variables Indice de Afectacién de Plantas, y los indices de Tolerancia a estrés
del Peso de Mazorca, Peso de Grano y Rendimiento, fueron las que permitieron
diferenciar mejor la selectividad del nicosulfuron a los diferentes materiales

evaluados.
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10.

11.

12.

13.

Las floraciones femenina y masculina en varios genotipos resulté afectada por la
aplicacion de nicosulfuron, siendo este un factor a tener en cuenta en la

produccién de semillas.

La EDs, del genotipo altamente susceptible (Padre del SK-5050) fue menor a 2 g ia
h—l

La EDso del genotipo mas tolerante (Madre del SK-5007 y del SK-5050) fue
superior a 75 g ia h™* (Mayor al doble de la dosis méaxima recomendada por el

fabricante del herbicida).

La tolerancia al nicosulfuron observada en la madre del SK-5007 (y del SK-5050),
es de tipo metabdlica.

El insecticida que inhibi6é al complejo citocromo P-450 del genotipo mas tolerante

fue el Clorpirifos (Fosforado).

El andlisis molecular mediante RAPD resulto ser suficiente para evidenciar las

relaciones entre progenitores e hibridos de maiz.

Una banda RAPD, denominada 3, mostré evidencia de asociacién con el
comportamiento en cuanto a la susceptibilidad de los genotipos al nicosulfuron y

permitié discriminar con claridad los genotipos asociados a dicha susceptibilidad.
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RECOMENDACIONES

No se debe producir el Hibrido SK-5050 (SEHIVECA) con aplicacion del herbicida
nicosulfuron (Accent, Sanson), pues la muerte del padre, impediria la produccién
de la semilla del hibrido y debido precisamente a la altisima susceptibidad del

progenitor paterno, no se recomienda siquiera hacer la aplicacion dirigida.

El resto de los hibridos evaluados (SEHIVECA e HIMECA), se pueden producir

bajo aplicacion de nicosulfuron (Mientras se respeten las normas del fabricante).

Se hace necesario un estudio para confirmar las coincidencias en la floracién de
los padres en la produccién de los hibridos poco susceptibles al nicosulfuron, pues
aunque las variaciones en las fechas de floracion femenina y masculina fueron
pequefias, pudiera verse afectada la polinizacién y, por ende, la cantidad de
semilla producida.

Aunque las variables de productividad no discriminaron claramente todos los
genotipos por susceptibilidad al nicosulfuron, se recomienda su evaluacién ya que
con ellas se logra construir los indices de Tolerancia a estrés (ITS), los cuales

arrojaron informacién importante sobre los materiales evaluados

Se recomienda utilizar las variables indice de Afectacion de Plantas, indices de
Tolerancia a estrés del Peso de Mazorcas, Peso de Grano y Rendimiento para

determinar la selectividad del nicosulfuron a cultivares de maiz.

Se recomienda hacer un ensayo de respuesta a dosis con nicosulfuron y el
genotipo més tolerante (Madre de los hibridos SK-5007 y SK-5050) con el fin de

determinar con mayor precision la EDs, de dicho material.

Se recomienda la realizacion de un nuevo ensayo de inhibicion del complejo P-
450 utilizando los insecticidas Clorpirifos Malation y Metomilo a diferentes dosis
para determinar con mayor precision las relaciones de sinergismo y antagonismo

entre estos insecticidas y el nicosulfuron en los genotipos del presente estudio
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8.

10.

Se recomienda secuenciar el fragmento del genoma que fue amplificado con la
banda 3, para luego disefiar los primers respectivos para un nuevo analisis que
permita la asociacion directa de esta banda con la susceptibilidad a nicosulfuron

en genotipos de maiz.

Se recomienda una estrategia de mejoramiento genético cruzando lineas
endocriadas sensibles (homocigota recesiva) x lineas tolerantes (homocigota
dominante) para generar individuos heterocigotas con una mayor tolerancia al
herbicida nicosulfuron, con la finalidad de reducir de forma importante la frecuencia
y severidad del grado de afectacién de los materiales altamente sensibles a dicho
herbicida.

Se recomienda el uso de sustancias que funjan como activadoras o potenciadoras
del CYT P-450 (como el Isoxadifen-etil), en aquellos materiales poco afectados por
el nicosulfuron (heterocigotas para el caracter), de esta forma se estimularia el
metabolismo del herbicida en los individuos, disminuyendo el nivel de dafio en

estos.
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