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DIFERENCIAS EN LA APTITUD ENTRE COLECTAS DE "ALPISTILLO" (Phalaris
minor Retz.) RESISTENTES Y SUSCEPTIBLE A INHIBIDORES DE LA ACCasa

Jesus Rubén Torres Garcia, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2012

Las malezas compiten intensamente con los cultivos, por lo cual, los agricultores
emplean practicas de control (manual, mecanico y quimico) para eliminarlas. Los
herbicidas ejercen una presion de seleccion extrema (99.99%) sobre las poblaciones.
Como consecuencia, en unas pocas generaciones se observan individuos resistentes
(R) en las poblaciones de maleza. La resistencia a herbicidas es un proceso evolutivo
causado por cambios metabdlicos o genéticos. En algunas especies la resistencia va
acompafada de una disminucion en la aptitud competitiva (fitness). Esto puede
ocasionar que las plantas resistentes sean desplazadas cuando el factor de seleccién
se retire de las poblaciones. Phalaris minor (Poaceae) es una maleza que evoluciono
hacia la adquisicion de resistencia a herbicidas inhibidores de la sintesis de lipidos en el
Bajio Mexicano. Aun se desconoce si esta especie presenta diferencias en la aptitud
entre individuos susceptibles (S) y R. El objetivo del presente estudio fue determinar las
diferencias en la aptitud entre individuos S y R de P. minor provenientes de la region del
Bajio. Se analizé la genética de las poblaciones (secuenciacion de genes: codigo de
barras y ACCasa).Se realizaron experimentos en semillas (tamafio del embrion,
latencia, germinacion, vigor), ciclo biol6gico (fenologia, acumulacién de biomasa y
fecundidad), competencia por luz (dinamica de la cobertura del dosel bajo emergencia
natural y simultanea, productividad relativa, agresividad e intensidad de competencia).
El andlisis de secuencias mostrd que las colectas no presentan mutaciones en la region
del codigo de barras, pero si en el gen de la ACCasa. Las mutaciones que causan la
resistencia se presentaron en diferentes posiciones dentro del gen estudiado, por lo que
se establece que las poblaciones evolucionaron independientemente hacia la
resistencia. En las semillas el tamafio del embridn tuvo una reduccion hasta del 50% en
individuos R, esto ocasiond que requirieran un mayor niumero de dias para superar la
latencia primaria, y tuvieran un porcentaje y velocidad de germinacion menor. En el ciclo
biolégico se encontraron diferencias en la fenologia, acumulacién de biomasa y
produccion de semillas. Las colectas Col 4 y Gto fueron precoces, con poca
acumulacion de biomasa; mientras que Col 7 y Jal fueron de lento crecimiento, pero de
mayor acumulacion de biomasa, en todas se observé una fecundidad menor en
comparacion con el S. En la competencia por la luz, el retraso en la emergencia de las
colectas R, ocasion6 que tuvieran una menor proyeccion de la cobertura del dosel con
respecto al S. Cuando la emergencia fue simultanea, no se observaron diferencias en la
cobertura del dosel lo que incremento la intensidad de competencia. La reduccion en la
aptitud encontrada en las colectas R podria ser una explicacion razonable del bajo éxito
de los individuos resistentes bajo condiciones no selectivas, lo que podria causar el
retorno a las poblaciones susceptibles cuando se retire el factor de seleccion.
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FITNESS DIFFERENCES BETWEEN COLLECTIONS OF "ALPISTILLO" (Phalaris
minor Retz.) RESISTANT AND SUSCEPTIBLE TO INHIBITORS OF ACCase

Jesus Rubén Torres Garcia, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2012

Weeds are plants that compete intensively with crops, reducing the yield, therefore,
farmers use practices (manual, mechanical and chemical) to eliminate them. However,
herbicides exert extreme selection pressure (99.99%) on weed populations. Like a
consecuence of the selection pressure, in a few generations are observed individuals
resistant (R) in weed populations. Herbicide resistance is an evolutionary process
caused by metabolic or genetic changes. However, in some species the evolution of
resistance is accompanied by a decrease in the competitive fitness of individuals
(fitness). This penality can cause that resistant plants are displaced when the selection
factor is retired on populations. Phalaris minor (Poaceae) is a weed that evolved into the
acquisition of resistance to inhibitors lipid synthesis herbicides in the Bajio Mexican. It
remains unclear whether this species differs in fithess during the stages of their life cycle
between susceptible individuals (S) and resistant. Therefore, the objective of this study
was to determine the differences in fithess between individuals S and R of P. minor from
the Bajio region. We analyzed the population genetics (sequencing chloroplast genes:
barcode and resistance to inhibitor lipid synthesis herbicides). Experiments were
conducted on seeds (embryo size, dormancy, germination, vigor), life cycle (phenology,
biomass accumulation and fecundity), competition for light (dynamic of canopy cover
under simultaneous and natural emergence, relative productivity, aggressivity and
intensity of competition). The nucleotide sequence analysis showed that no mutations
are presents in the studied collects in the region of the barcode, but them are presents
in the reported gene for resistance to inhibitors of lipid. Mutations causing the resistance
presented at various positions within the studied gene, therefore establishing that
populations toward resistance evolved independently. In seed embryo size was reduced
to 50% resistant individuals, this caused requiring a greater number of days to overcome
the latency primary and had a lower germination percentage and speed. In the biological
cycle differences in phenology, biomass accumulation and seed production. The
collections Gto and Col 4 were early, with little accumulation of biomass, while Col 7
and Jal were of slow growth, but higher biomass accumulation, all collections R had
lower fertility compared to S. In the study of the collections under competition for light,
the delay in the emergence of R collections, resulted in a lower projection of the canopy
cover with respect to S. When the emergence was simultaneous, no differences in
canopy cover, which increased the intensity of competition. The reduction in fitness
found in the collections R could be a reasonable explanation for the low success of
resistant individuals under nonselective conditions, which could cause a return to
susceptible populations when removing the selection factor.

Key words: Fitness, Cost of resistance, evolution, evolutionary ecology
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DIFERENCIAS EN LA APTITUD ENTRE COLECTAS DE “ALPISTILLO” (Phalaris

minor Retz.) RESISTENTES Y SUSCEPTIBLE A INHIBIDORES DE LA ACCasa

INTRODUCCION

En la agricultura de subsistencia, el control de la maleza se realiza de forma manual.
Sin embargo, en la agricultura tecnificada se requieren de métodos mas eficaces para
su control, por ejemplo, el empleo de herbicidas. Los herbicidas son sustancias
quimicas que estan disefiadas para interrumpir una parte del metabolismo y causar la
muerte de la planta (Tharayil-Santhakumar, 2003). Estos ejercen una presion de
seleccion extrema (99.9%) sobre las poblaciones de malezas.

Después de un uso reiterado de herbicidas con el mismo modo de accién, se observan
individuos que resisten las mismas dosis a las que anteriormente les causaban la
muerte. La resistencia a herbicidas es un proceso evolutivo causado por el hombre
(Palumbi, 2001). La resistencia es definida como la aptitud heredada de una especie
para sobrevivir a la exposicién de una dosis de herbicida la cual es normalmente letal
en los tipos silvestres (Thomas et al., 2002; Tharayil-Santhakumar, 2003; Menalled y
Dyer, 2006).

La resistencia puede estar basada en diferentes mecanismos como: cambios
metabdlicos (exclusion, conjugacion de compuestos, sobreexpresion de compuestos,
entre otros) o cambios en el sitio de accion (cambio por mutacion en las secuencias de
ADN) (Thomas et al., 2002). La resistencia basada en cambios en el sitio de accion se
origina por mutaciones no sinénimas en los genes responsables de la sintesis de la
enzima blanco (Tharayil-Santhakumar, 2003). Este cambio causa una modificacion en
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la estructura de la enzima, impidiendo al herbicida unirse a ésta y bloquear la ruta
metabdlica. Se han reportado casos en los que un mismo biotipo a desarrollado
resistencia multiple a tres diferentes tipos de herbicidas por procesos de seleccion
(glifosato, paraquat y ACCasa) (Yu et al., 2007).

La efectividad tan alta que tienen los herbicidas (99.9%) se ha relacionado con la
elevada probabilidad de seleccionar hacia la resistencia. Sin embargo, reportes de
Australia indican que aun con dosis bajas (10% de la dosis letal media), se obtienen
niveles de resistencia de hasta 55 veces en un lapso de tres ciclos de seleccidén (Neve y
Powles; 2005a, 2005b).

La resistencia a xenobioticos (medicamentos, insecticidas, herbicidas) tiene un costo
sobre las aptitudes competitivas de los organismos (fitness) (Bergelson y Purrington
1996; Cousteau, 2002). Esta reduccion en la aptitud puede estar determinada por
costos fisiolégicos, efectos pleiotropicos, intercambios (trade-offs), entre otros. Dichos
costos ocasionan en los organismos reducciones en la biomasa, fecundidad, y en la
aptitud para competir por los recursos.

Phalaris minor es una planta anual perteneciente a la familia Poaceae, es originaria del
Mediterrdneo y Asia occidental, pero ha sido dispersada a través de las regiones
templadas de Asia, Africa, Oceania y América. En México, también es conocido por su
nombre comdn como alpiste silvestre, pasto romano, alfarin o alpistillo (Little Seed
Canary Grass, en inglés). Esta especie es considerada como una maleza muy agresiva
en los campos de trigo del norte del pais y la region del Bajio. Aunque también se
reporta en cultivos de ajonjoli, alfalfa, algodon, avena, cartamo, espérrago, frijol,
garbanzo, maiz, sorgo, soya, tomate, uva y vainilla (Villasefior y Espinosa, 1998).
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Esta especie ha evolucionado hacia la resistencia a herbicidas inhibidores de la
sintesis de aminoacidos ramificados (ALS) y a los inhibidores de la Acetil coenzima A
carboxilasa (ACCasa). En México se ha consignado la aparicion de biotipos
resistentes a inhibidores de la ACCasa en campos de trigo en el Bajio mexicano
desde 1996 (Heap, 2012). A pesar de su impacto negativo en la region del Bajio, se
han realizado pocos estudios sobre la biologia de Phalaris minor. Ain se desconocen
los mecanismos de resistencia, las implicaciones genéticas y si existe una diferencia
en la aptitud competitiva (fitness) entre colectas susceptibles y resistentes. Conocer
aspectos como el costo de la resistencia sobre las aptitudes competitivas de las
poblaciones resistentes puede ayudar al manejo de la resistencia y el retorno de la

susceptibilidad de las poblaciones.

La presente tesis se elabord con el objetivo de determinar si la resistencia a
herbicidas tiene un costo en la aptitud competitiva de Phalaris minor. La tesis consta
de cuatro estudios: 1) Diversidad genética y evolucién de poblaciones de “alpistillo”
(Phalaris minor Retz). resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa; 2)
Diferencias en biomasa y fecundidad entre colectas de “alpistillo” (Phalaris minor
Retz.) susceptibles y resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa,; 3) Fisiologia
de semillas de “alpistillo” (Phalaris minor Retz.) susceptible y resistentes a herbicidas
inhibidores de la ACCasa y .4) Competencia por la luz en colectas de “alpistillo”

(Phalaris minor Retz.) susceptibles y resistentes a inhibidores de la ACCasa.

En el primero se evalud la genética de las poblaciones estudiadas, por medio de la

secuenciacion de tres fragmentos del cloroplasto. El primer fragmento corresponde a



la region utilizada para la identificacion de especies, llamado “cédigo de barras de
identificacibn molecular”. Los fragmentos restantes corresponden al gen que codifica
para la sintesis de la enzima ACCasa. Se analiza si la evolucién de la resistencia
tuvo un origen comun en las poblaciones o se trata de una metapoblacion. El
segundo capitulo evalu6 la diferencia en la calidad fisiolégica de las semillas
susceptibles y resistentes. Se compard la latencia, velocidad y porcentaje de
germinacion, longevidad y vigor entre las diferentes colectas. El tercer capitulo hace
una revision del ciclo biolégico completo, comparando la fenologia, acumulacién y
distribucion de biomasa, fecundidad y aptitud relativa entre las colectas. Finalmente,
en el cuarto capitulo se realizaron experimentos de competencia en series de
reemplazo para definir si las diferencias encontradas en la aptitud son determinantes

en la sobrevivencia de los individuos resistentes.
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Las malezas en la agricultura

Las malezas son plantas que tienen una gran adaptabilidad a los ambientes en los que
prosperan. Aunque no es posible ubicarlas dentro de una categoria taxondémica o
delimitarlas dentro de una familia botanica, practicamente cualquier planta puede
convertirse en una maleza en las condiciones adecuadas para su crecimiento y
reproduccién (Baker, 1974, 1991).

Existen diferentes definiciones de acuerdo al sitio donde se desarrollan. Se han definido
como malezas a aquellas que crecen en sitios perturbados, vias de comunicacion,
construcciones y campos de cultivo (Vibrans, 2011). Sin embargo, para las formas de
vida descritas anteriormente se han propuesto los términos més adecuados como
viarias, ruderales y arvenses (Font Quer, 2001).

Bajo un punto de vista agricola una maleza es definida como “aquella planta que crece
en un sitio en donde no es deseada” (Thomas et al., 2002), aunque para esto debe de
cumplir con ciertas caracteristicas como: facilidad para germinar en diferentes
ambientes, germinacion discontinua en el tiempo, elevada longevidad de la semilla,
rapido crecimiento durante la etapa vegetativa, autocompatible pero no completamente
apomictica, alta fecundidad en diferentes ambientes y una alta variabilidad genética

(Baker, 1974, 1991).

El problema del control de la maleza es casi tan antiguo como la agricultura. Las
practicas agrondémicas o también llamadas labores culturales, que incluyen acciones
como: roturacion del suelo, fertilizacion y riego para la siembra monoespecifica de un

cultivo, de igual manera favorecen el crecimiento de plantas adaptadas a la



colonizacion de ambientes perturbados. Asi como el hombre ha domesticado los
cultivos, las malezas han evolucionado para adaptarse a los campos de cultivo. Las
malezas han sido seleccionadas por muchas practicas culturales las cuales
originalmente fueron disefiadas para eliminarlas (Harper, 1956; Neve, 2007). Por lo
anterior, se puede considerar a la relacion cultivo-maleza con un proceso de evolucion

en accion (Neve et al., 2009, Powles y Yu, 2010).

El control de la maleza siempre ha sido considerado como un problema exclusivamente
agronoémico, limitando la comunicacién entre agronomos, ecélogos y bidlogos evolutivos
(Baucom y Holt, 2009). Por lo tanto la introduccién de pensamiento evolutivo es
necesaria en el manejo de las malezas, debido a que tiene dos grandes componentes:
la gran variabilidad genética y la presion de seleccion a las que son sometidas. La
aplicaciéon de conceptos de ecologia evolutiva en el manejo de las malezas es una

aplicacién practica de la perspectiva evolutiva (Neve, 2007; Neve et al., 2009).

Evolucion de la resistencia a herbicidas en malezas

En la agricultura de subsistencia el control de la maleza se realiza de forma manual.
Actualmente la agricultura tecnificada requiere de métodos eficaces para su control. Los
herbicidas son sustancias quimicas que estan disefiadas para interrumpir una parte del
metabolismo y causar la muerte de la planta (Tharayil-Santhakumar, 2003). Estos
ejercen una presion de seleccion extrema (99.9%) sobre las poblaciones de malezas.
Los herbicidas se dividen en grupos dependiendo su modo de accién, entre los

principales estan los inhibidores de: la sintesis de lipidos (ACCasa), de la fotosintesis



en el fotosistema | y Il, de la formacibn de aminoacidos aromaticos (glifosato) y
ramificados, de la mitosis y division celular, de la formacién de pigmentos fotosintéticos,
y de la sintesis de pared celular, entre otros (Thomas et al., 2002).

No obstante, después de un uso repetido de herbicidas con el mismo modo de accion,
se observan individuos que resisten las mismas dosis que anteriormente causaban la
muerte. Esto puede ser el resultado de dos procesos: la tolerancia y la resistencia.

La tolerancia es la capacidad innata de una especie de sobrevivir a una dosis de
herbicida, la cual no se considera como resultado de un proceso de seleccion y por lo
tanto no es del tipo evolutivo. En el caso de la resistencia, es definida como la aptitud
heredada de una especie para sobrevivir a la exposicién de una dosis de herbicida, la
cual es normalmente letal en los tipos silvestres. La resistencia puede presentarse por
diferentes mecanismos como la exclusién (basadas principalmente en el metabolismo)
0 cambios en el sitio de accidn (cambio por mutacion en las secuencias de ADN) (Yu et
al., 2007).

En la exclusién pueden presentarse caracteristicas como problemas en la penetracion
diferencial del herbicida por la sobreproduccion de ceras, tricomas, reduccién del area
foliar, etc. Asimismo, la absorcién diferencial del herbicida, en la cual el ingrediente
activo no es traslocado a todo el organismo, limitando las partes afectadas y la
compartimentacion en la que el herbicida es secuestrado en las vacuolas o
metabolizado para formar parte de cuerpos lipidicos. Finalmente la detoxificacion
metabdlica en la cual la planta oxida, reduce, hidroliza o conjuga el herbicida haciendo
biolégicamente inactivo (Tharayil-Santhakumar, 2003).

La resistencia basada en cambios en el sitio de accion se presenta por mutaciones no
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sindnimas en los genes responsables de la sintesis de la enzima blanco. Este cambio
causa una modificacion en la estructura terciaria o cuaternaria de la enzima y el
herbicida ya no puede unirse al sustrato (Powles y Yu, 2010). Se han reportado casos
en los que un mismo biotipo de Lolium rigidum ha desarrollado resistencia multiple a
tres diferentes tipos de herbicidas por procesos de seleccion (glifosato, paraquat y
ACCasa) (Yu et al., 2007).

Este cambio ocasiona que los individuos que presentan la mutacion sobrevivan a la
aplicacién del herbicida, seleccionando positivamente a los individuos resistentes (R)
sobre los individuos susceptibles (S) cambiando la frecuencia en la poblacion de ser un
99.9% susceptible a 99.9% resistente en el curso de unos cuantos ciclos agricolas

(Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la seleccién ejercida por los herbicidas y el cambio en la
proporcion de individuos susceptibles y resistentes en las poblaciones de maleza
(Tomado de Tharayil-Santhakumar, 2003).
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Aunque la efectividad tan alta de los herbicidas (99.9%) se ha relacionado con la
elevada probabilidad de seleccionar hacia la resistencia (Figura 2), reportes de Australia
indican que aun con dosis bajas (10% de la dosis letal media), se obtienen niveles de
resistencia de hasta 55 veces en un lapso de tres ciclos (Neve y Powles; 2005a,
2005b). Sin embargo, aun no se han podido determinar las bases genéticas de lo que

se ha llamado “evolucién reptante” (Cuadro 1).

B Proporcion de Resistentes en la poblacion
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Figura 2. Efecto del porcentaje de efectividad del herbicida en la probabilidad de
seleccion de individuos resistentes (Tomado de Maxwell et al., 1990).
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Cuadro 1. Valores de dosis letal media (DLso) para el biotipo de Lolium rigidum VLR1 y
lineas seleccionada con bajas dosis de diclonafop (Tomado de Neve y Powles; 2005a).

Linea DLso IR (R:S)
VLR1 1.79

VLR1 (0.1, 0.2) 2.66 7.4
VLR1 (0.1, 0.2, 0.5) 2.86 11.8
VLR1 (0.1, 0.2, 1.0) 3.54 55.8
VLR1 (0.1, 0.5) 2.83 10.9
VLR1 (0.1, 0.5, 2.0) 3.39 40.1

Resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa

Los lipidos son acidos grasos esenciales para mantener la integridad de las membranas
celulares y el crecimiento de las plantas. Los inhibidores de la sintesis de lipidos
incluyen a las familias quimicas: ariloxifenoxipropionatos y ciclohexanodiones (Devine
et al., 1993). El modo de accién de estos herbicidas es la inhibicion de la enzima Acetil
Coenzima-A carboxilasa (ACCasa) en la sintesis de lipidos (Walker et al., 1989) (Figura
3). Estos herbicidas actian sélo sobre gramineas y sus sintomas se observan en el
tejido meristematico, el cual se necrosa y desprende con facilidad en unas dos
semanas después de la aplicacion. Se utilizan para el control de gramineas en
cereales, al existir pequenas diferencias en la ACCasa del trigo que le otorga

selectividad a estos herbicidas (Vencill, 2002).
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Figura 3. Modo de accién de los herbicidas inhibidores de la Acetil Coenzima-A
carboxilasa.

El primer reporte de resistencia a estos herbicidas ocurrid en Australia, para la especie
Lolium rigidum después de cuatro afios consecutivos de seleccion. Actualmente se han
reportado 42 especies que presentan resistencia a los inhibidores de la ACCasa

distribuidos en todo el mundo (Heap, 2012) (Figura 4)
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Figura 4. Distribucion de las especies resistentes a herbicidas inhibidores de la Acetil
Coenzima-A carboxilasa.
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Costo de la resistencia en la aptitud competitiva

En 1968 se documentd la primera especie con resistencia a herbicidas, este fue el caso
de Senecio vulgaris resistente a atrazinas (inhibidor de la fotosintesis en el fotosistema
II). Posteriormente el nimero de reportes se incrementé rapidamente hasta llegar
actualmente a 368 biotipos resistentes, pertenecientes a 200 especies (115
dicotiledéneas y 85 monocotiledéneas) en cerca de 570 000 campos de cultivo en el
mundo (Heap, 2012). Sin embargo, el nUmero de casos de resistencia de las malezas
es superado por la resistencia de insectos, acaros, hongos y bacterias a los distintos
xenobibticos (insecticidas, fungicidas y antibiéticos).

La baja proporcién que tienen las malezas es debida a que presentan generaciones
mas longevas y menor ndmero por afio (anuales en el mejor de los casos), a la
incompleta presion de seleccion de los herbicidas (individuos que germinan después de
la aplicacion del herbicida) y un banco de semillas dominando principalmente por
individuos S, principalmente.

La mayoria de estudios sobre la resistencia a herbicidas se ha centrado Unicamente en
la caracterizacion (curvas dosis-respuesta) y no en un entendimiento mas profundo del
fenomeno (Neve, 2007). En términos evolutivos, la tolerancia hacia ciertos factores
como la herbivoria y los patdégenos causan una reduccion en las aptitudes competitivas
de las plantas (fitness) (Bergelson y Purrington, 1996). Esto es debido a que la planta
gasta una cantidad importante de asimilados en los sistemas de proteccidén (metabolitos
secundarios, area foliar, entre otros) restando materia seca al crecimiento y
reproduccién (Rosenthal y Dirzo, 1997).

El primer estudio publicado acerca de las diferencias en el fitness entre biotipos Sy R,
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fue realizado por Conrad y Radosevich (1979). Ellos, compararon la competencia entre
biotipos de Amaranthus retroflexus y Senecio vulgaris S y R a atrazinas bajo un
esquema de series de reemplazo de De Witt. Los resultados mostraron que los biotipos
R acumulaban una menor cantidad de biomasa y que la asignacion de materia seca se
reducia hacia la formacién de 6rganos reproductores y semillas.

El costo de la resistencia causado por las atrazinas fue ampliamente documentado en
otros estudios (Warwick, 1991). Por tal motivo, el estudio de las diferencias en el fitness
se dejo de lado por varios afios, dando prioridad a nuevos estudios en los que se
reportaban la aparicion de nuevos biotipos resistentes a diferentes herbicidas (Neve,
2007).

En 1990, Maxwell et al. publican un estudio en el cual se propone un modelo para
predecir la evolucion y la dinamica de las poblaciones S y R, en el cual se involucran
diferentes factores como las diferencias en el fithess en diferentes etapas del ciclo
biolégico como supervivencia (demografia de semillas, plantulas y plantas adultas)

fecundidad (produccién de polen y semillas) y competencia (Figura 5).
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Figura 5. Comparacion en la diferentes etapas del ciclo bioldégico para determinar las
diferencias en la aptitud entre individuos susceptibles y resistentes (Tomado de Maxwell
et al., 1990).
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El modelo predice una evolucién rapida por la continua aplicaciéon del mismo herbicida.
Posterior a la suspensién del uso del herbicida, el modelo predice una declinacion en la
proporcion de individuos R regresando a una poblacién dominada por los S. Sin
embargo, el modelo supone que existe una reduccion del fitness de los individuos R

(Figura 6).
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Figura 6. Dinamica de las poblaciones susceptibles y resistentes en presencia y
ausencia de herbicidas (Tomado de Maxwell et al., 1990).
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A partir de ese estudio, nuevamente surgio el interés de caracterizar la biologia de los
biotipos R, para generar alguna tendencia acerca de como seria el futuro de las
poblaciones R cuando el factor de seleccion (herbicida) es retirado. Bergelson y
Purrington (1996) realizan probablemente la mejor recopilacion acerca de los trabajos
que evaltan el costo de la resistencia en plantas (patdégenos, herbicidas y herbivoros).
Esta recopilacion estuvo basada en tres criterios: 1) los estudios deberian de tener el
factor de seleccion ausente (patdgenos, herbicidas, herbivoros), 2) el fithess deberia de
haber sido medido y 3) el control del fondo genético era indispensable para minimizar

las diferencias (Cuadro 2).

Cuadro 2. Costo de la resistencia a herbicidas, patdgenos y herbivoria en la biomasa y
fecundidad de las plantas (malezas y cultivos) (Tomado de Bergelson y Purrington,
1996).

Fitness de biotipos resistentes como un porcentaje del

susceptible

Tipo de resistencia Biomasa Fecundidad
Herbicidas 92.97 85.94
Patogenos 95.49 96.44
Herbivoria 125.9 121.83
Tipo de planta

Maleza 107.61 91.89
Cultivos 95.97 93.27

Observaron que la resistencia a herbicidas tiene un costo mayor en la biomasa y
fecundidad (10 y 15% respectivamente). Cabe aclarar que en la lista de trabajos
seleccionados por Bergelson y Purrington, principalmente estaban incluidos

compuestos por biotipos resistentes a atrazinas, de las cuales ya se conocia su costo
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sobre el fitness.

En el estudio de las diferencias entre individuos S y R, es necesario considerar el modo
de accion del herbicida al cual es resistente, ya que en algunos casos las diferencias
son observadas en ciertas etapas. Por ejemplo, en biotipos de especies resistentes a
los inhibidores de la sintesis de aminoacidos ramificados, se observan pocas
diferencias en el ciclo biolégico. En Bromus tectorum, no se observan diferencias
estadisticas en el crecimiento (area foliar, materia seca y peso de semillas) en
condiciones libres de competencia. Tampoco es posible encontrar diferencias en el &rea
foliar, materia seca y altura cuando los biotipos se encuentran en competencia (series
de reemplazo de Witt a 0:100, 25:75, 50:50, 75:25, 100:0) durante 60 d. Los unicos
atributos que cambian por causa de la resistencia son: la germinacion de los R es mas
rapida respecto a los S. Ademas de un costo en la fecundidad (niUmero de semillas), el
S produce hasta un 17% mas que los R (Woong et al., 2004)

Alcocer-Ruthling et al. (1992) no encontraron diferencias en la longevidad de las
semillas ni diferencias en la fenologia, produccién de semillas (nUmero y peso de
semillas por planta) en biotipos de Lactuca serriola. Sin embargo, al igual que en el
caso anterior la germinacion de las R fue mas rapida que las S. Igual comportamiento
en la germinacién de Kochia scoparia a temperatura de 8 °C encontraron Thompson et
al. (1994).

Al igual de lo que ocurre en los inhibidores de la sintesis de aminoéacidos ramificados,
en los inhibidores de la fotosintesis como las atrazinas las semillas no muestran costos.
En Solanum nigrum, las semillas del biotipo resistente germinaron mas rapido que las
S. Ademas, presentaron un intervalo de temperaturas mas amplio para la germinacion
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(Kremer y Lotz 1998).

En el caso de los inhibidores de la sintesis de lipidos (ACCasa), este herbicida es
utilizado para controlar a las gramineas. Para la mayoria de biotipos resistentes se han
reportado controversias en cuanto a los costos. Los primeros estudios en inhibidores de
la ACCasa, bajo sistemas de competencia o series de reemplazo, para las especies de
Digitaria sanguinalis y Setaria faberi no mostraron costos en la produccion de biomasa
ni en la fecundidad (Wiederholt y Stoltenberg; 1996a, 1996b). Esta idea llevo a
generalizar que para esta resistencia no existian costos asociados a la resistencia.
Afios més tarde, con un enfoque mas detallado en las semillas de Lolium sp. se
observaron costos importantes en la longevidad medida a través de pruebas de
envejecimiento acelerado (Gundel et al., 2008) y el vigor para emerger del suelo
(Vila-Aiub et al., 2005a). Asi mismo, en estudios que han abarcado el ciclo biolégico
completo, el costo en la biomasa y las tasas de crecimiento relativo y asimilacion neta
son evidentes (Vila-Aiub et al., 2005b).

En afios recientes, se han cuestionado a los estudios que cuantifican los costos en la
aptitud competitiva por causa de la resistencia (Neve 2007, Neve et al., 2009). Las
principales criticas que se realizan a este tipo de estudios es la falta de un mismo fondo
genético de las poblaciones estudiadas. Ademas de cuestionar que las diferencias
encontradas entre poblaciones resistentes y susceptibles pueden deberse a diferentes
presiones de seleccion como el escape a la aplicacién de herbicidas (Mortimer, 1997;

Owen et al., 2011).

22



Genética de las poblaciones

Una parte importante que se debe de considerar es la genética de las poblaciones de
maleza al momento de evolucionar a la resistencia. La mayoria de las especies de
maleza son especies exgticas, las cuales durante la colonizacion inicial de un campo de
cultivo tiene lugar mediante pocos individuos, resultando un efecto fundador.

La intensa presién de seleccidn que ejerce el control quimico, selecciona pocos
individuos que llevan a las poblaciones a un cuello de botella que reduce la variabilidad
genética de la poblacion. Se han realizado diferentes metodologias para evaluar la
genética de las poblaciones resistentes. Con la reciente generalizacion de estudios
moleculares, estos han cobrado gran importancia en la evaluacion de la diversidad
genética de las poblaciones. El uso de marcadores moleculares como RAPDs, ISSRs,
RFLPs, AFLPs y secuenciacion se han utilizado en los ultimos 10 afios.

Uno de los primeros trabajos en tratar de establecer la genética de las poblaciones R
fue realizado por Warwick y Black (1986) trazando el patron electroforético de 9
isoenzimas en plantas de Amaranthus retroflexus resistentes a triazinas. Dicho autor
encontré una reduccion en la variabilidad de las poblaciones R respecto a las S.

En India las poblaciones de Phalaris minor fueron introducidas accidentalmente por
sacos de trigo contaminados provenientes de México. McRoberts et al.,, (2005) al
realizar una comparacion basada en secuencias simples repetidas (ISSRs) observaron
que existen niveles de variacién bajos aun entre poblaciones geograficamente distantes
(500 km).

Entre las técnicas mas comunes para evaluar la genética de las poblaciones es la

secuenciacion del gen involucrado en la resistencia. Esto es para identificar la posicion
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de las mutaciones (Délye et al., 2002; Yu et al., 2007). Asi esta herramienta molecular
ha servido como un sistema rapido de deteccion de resistencia, ya que por los métodos
tradicionales la resistencia puede ser determinada en un lapso de 30 d (Délye, 2002).
Ademas de su utilidad para encontrar la posicién de las mutaciones, la secuenciacion
ha servido como herramienta para rastrear el origen de los organismos resistentes y
poder determinar si evolucionaron de manera independiente o tienen un mismo origen.
Menchari et al., (2006), utilizando la secuenciacion del gen de la ACCasa determinaron
que en Francia, la propagacion de individuos resistentes de Alopecurus myosuroides,
ocurrié en un solo sitio y que a traves de las practicas agricolas se ha dispersado por
las regiones del norte de Francia.

En general se puede observar que la resistencia a herbicidas es un proceso de
evolucion extremadamente rapido. Este puede servir como modelo de estudio para
probar las teorias de costo de la resistencia, ya que el factor de seleccién (herbicida) es
de origen antropogeno y puede ser manejado (introducido o retirado) facilmente. En un
futuro, las practicas de manejo agricola deberan incluir conceptos de fisiologia, ecologia

y genética de poblaciones y biologia evolutiva para el control adecuado de la maleza.

Phalaris minor
Phalaris minor es una planta anual perteneciente a la familia Poaceae, es originaria del
Mediterrdneo y Asia occidental, pero ha sido dispersada a través de las regiones

templadas de Asia, Africa, Oceania y América (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion mundial de Phalaris minor.

En México, Phalaris minor también es conocido por su hombre comin como alpiste
silvestre, pasto romano, alfarin o alpistillo (Little Seed Canary Grass, en inglés). Esta
especie es considerada como una maleza muy agresiva en los campos de trigo del
norte del pais y en la region del Bajio. Sin embargo, también se reporta en cultivos de
ajonjoli, alfalfa, algodén, avena, cartamo, esparrago, frijol, garbanzo, maiz, sorgo, soya,
tomate, uva y vainilla (Villasefior y Espinosa, 1998).

La distribucion conocida en México abarca a los estados de Baja California Norte, Baja
California Sur, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora y

Tlaxcala (Villasefior y Espinosa, 1998) (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de Phalaris minor en México. Tomado de CONABIO 2012

Resistencia a Herbicidas

La sociedad de ciencia de la Maleza de América (Weed Science Society of America)

en 1991 reporta el primer caso de resistencia a herbicidas en India, especificamente

de ureas y amidas. Actualmente se tienen registros de biotipos resistentes en

Estados Unidos, Iran, Israel, México, y Sudéafrica.

En la mayoria de casos, la

resistencia es a los herbicidas que inhiben la ACCasa. Para los casos de India y

Sudafrica, se ha registrado resistencia multiple que incluye a los inhibidores de ALS.
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A pesar de su amplia distribucion a nivel mundial y su dificil manejo en cultivos de
trigo, Phalaris minor no esta considerada dentro de las peores malezas a nivel
mundial. Aunado a esto, en México aun se desconocen los mecanismos de
resistencia, las implicaciones genéticas y si existe una diferencia en el fitness entre

los biotipos susceptibles y resistentes.
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CAPITULO 2

DIVERSIDAD GENETICA Y EVOLUCION DE LAS POBLACIONES DE ALPISTILLO

(Phalaris minor Retz.) RESISTENTES A INHIBIDORES DE LA ACCasa EN EL BAJIO

MEXICANO
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RESUMEN
El control quimico ejerce una presion alta de seleccion (99.99%) sobre las poblaciones
de malezas. Como consecuencia de dicha presion de seleccion, en pocas generaciones
se observan individuos resistentes (R) en las poblaciones de maleza. La resistencia a
herbicidas es un proceso evolutivo causado por cambios metabdlicos o genéticos.
Dentro de estos Ultimos se ha sefialado que un cambio en la composicion de
nucledtidos de un gen puede causar resistencia en una especie. El manejo de malezas
en la region del Bajio, es muy diversa, debido a el minifundio de una o dos hectareas
por agricultor donde emplean practicas de manejo independientes. Por lo que es
posible que aun en parcelas o localidades muy cercanas la evolucion de la resistencia
sea independiente. Phalaris minor (Poaceae) es una maleza que se ha controlado con
herbicidas inhibidores de la sintesis de lipidos. Sin embargo, su efectividad se ha visto
disminuida, por lo que una posible explicacion es que presente cambios en la
composicién en el sitio de accién de éste herbicida, el cual actia sobre el gen Acetil
Coenzima A Carboxilasa (ACCasa). El objetivo de este estudio fue determinar la
diversidad genética y evolucién del dos genes de cloroplasto, gen ACCasa y el gen
PsbA del codigo de barras para plantas de diferentes muestras de la poblaciones
Phalaris minor Retz. de la Region del Bajio, sefialadas como resistentes y susceptibles.
El analisis de secuencias nucleotidicas de los dos genes presentd una respuesta
diferencial, el gen PsbA de codigo de barras no present6é variacion dentro de las
poblaciones que se estudid, lo que demuestra que este gen no esta relacionado con el
manejo que se les da a estas plantas. Por otro lado el gen ACCasa, si presento

polimorfismo dentro y entre poblaciones. Los cambios que se presentan son a nivel de
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nucledtidos y de aminoé&cidos, permitiendo con este Ultimo agrupar las muestras por
regiones de colecta. Por lo que se puede sefialar que este gen es méas sensible a los
cambios en el manejo que se le da a esta maleza, los resultados se discuten en
relacion a los cambios en la composicion genética, diversidad y distancia genética, flujo

génico y manejo de la resistencia en la region del Bajio.

Ecologia evolutiva, flujo genético, evolucion molecular

INTRODUCCION

Los herbicidas son compuestos quimicos diseflados para inhibir procesos
fundamentales en el metabolismo de las plantas (Thomas et al., 2002; Vencil, 2002).
Como resultado de la aplicacion de estos compuestos, las plantas no pueden continuar
con las rutas metabdlicas y por lo tanto ocurre la muerte del individuo (Devine et al.,
1993). Sin embargo, la aplicacion continua de herbicidas con el mismo modo de accion
ha promovido la seleccién de plantas que presentan resistencia a estos. La resistencia
a herbicidas es un proceso evolutivo que involucra una intensa presion de seleccion
sobre las poblaciones de maleza en los cultivos (Baucom y Holt, 2009).

Las causas por las que un individuo presente resistencia pueden ser por un cambio en
el sitio de accion del herbicida o por un ajuste metabdlico (Tharayil-Santhakumar,
2003;Yu et al, 2007; Powles y Yu, 2010) . El cambio en el sitio de accién ocurre cuando
se presenta una mutacién sobre la proteina blanco del herbicida. EI cambio en una
base en el gen es suficiente para ocasionar la resistencia. En el caso de la resistencia

metabolica existe una sobreexpresion de la enzima a la cual el herbicida inhibe,
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permitiéndole a la planta sobrevivir (Christoffers, 1999).

Phalaris minor es una planta anual perteneciente a la familia Poaceae, es originaria del
Mediterrdneo y Asia occidental, que se ha dispersado a través de las regiones
templadas de Asia, Africa, Australia y América. Esta especie es considerada como una
maleza muy agresiva en los campos de trigo (Villasefior y Espinosa, 1998). En México,
la region del Bajio es una zona productora de trigo que ha sido afectada desde hace 15
anos por la presencia de biotipos de Phalaris minor resistentes a inhibidores de la
ACCasa (Tafoya y Morgado, 2000). Por otro lado, alrededor de 500 agricultores han
reportado la presencia de resistencia dentro de sus parcelas (Heap, 2012). No obstante,
aun no se ha determinado si la causa de la resistencia es debida a una mutacion en el
sitio de accion o a cambios metabdlicos.

La presencia de biotipos de P. minor puede estar asociada con el manejo parcelario en
esta zona de 1-2 hectéreas por productor, por lo que cada agricultor le da un manejo
independiente a su parcela, como tiempo de aplicacion, numero de aplicaciones,
producto a aplicar, ademas del intercambio de maquinaria y semillas, entrada de
animales de pastoreo, que junto con caracteristica de dispersion de las plantas, como la
dispersion natural de las semillas y polen, hayan permitido la distribucion de los biotipos
resistentes (Afentouli y Eleftherohorinos, 1997). Por lo que es posible que aun en
parcelas o localidades muy cercanas la evolucion de la resistencia sea independiente.
Lo cual ha sido sefialado por en el caso de Alopecurus myosuroides en Europa (Délye
et al., 2004; Délye et al., 2010).

La informacién genética del cloroplasto es heredada por via materna y se ha
mencionado que algunas regiones se han utilizado para la identificacion de especies,
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(Hollingsworth et al., 2011) entre ellos la region de psbA que codifica para la proteina
D1 del fotosistema Il (Gielly y Taberlet, 1994). En el caso de los animales, su homdlogo
es el ADN mitocondrial (COIl) (Herbert et al., 2003). Por otro lado, el gen ACCasa se ha
seflalado como la principal causa de resistencia a los herbicidas inhibidores de la
sintesis de lipidos, por ser altamente variable (Délye et al., 2005).

El analisis de secuencias de ADN en el gen que ha sido sefialado como responsable de
la resistencia, podra ayudar a determinar si estos cambios se asocian a los niveles de
susceptibilidad-resistencia de las colectas, asi como a la regidén geogréfica, de donde se
colectaron, ademas de detectar si los biotipos resistentes en el Bajio tiene un origen
comun o si las poblaciones evolucionaron de forma independiente hacia la resistencia.
Ademas, el andlisis del gen psbA que ha sido utilizado como una region del cloroplasto
para la identificacidon molecular de especies (codigo de barras) puede ser de ayuda para
determinar la variabilidad genética de los genes que no estan bajo presion de seleccion.
El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad genética y evolucion del dos
genes de cloroplasto, gen ACCasa y el gen psbA del codigo de barras para plantas de
diferentes muestras de la poblaciones Phalaris minor Retz. de la Regién del Bajio,

sefialadas como resistentes y susceptibles.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biolégico

Las semillas de los biotipos susceptible y resistentes fueron proporcionadas por el
Departamento de Parasitologia de la UACH y el Centro de Sanidad Vegetal del Estado

de Guanajuato (CESAVEG). Las semillas resistentes fueron colectadas en 2007 de
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cuatro regiénes del Bajio Mexicano, tres en Guanajuato (Col 4, Col 7, Gto) reportadas
con resistencia a herbicidas que inhiben la sintesis de la ACCasa con un IR de 12 a
clodinafop) (Tafoya y Morgado, 2000; Heap, 2012). Otro biotipo resistente se colect6 en
La Barca, Jalisco (Jal) (IR de 6.8 a clodinafop). Como susceptible se empleé una
colecta proveniente del municipio de Abasolo, Gto una localidad en la que nunca se ha

utilizado el control quimico (comunicacion personal con los productores, 2007).

Extraccion de ADN por método de CTAB

Las semillas de las diferentes colectas fueron germinadas y cultivadas hasta la
aparicion de las hojas, posteriormente se realizd un corte de aproximadamente 100 mg.
Las muestras fueron congeladas y trituradas con nitrégeno liquido. Posteriormente, se
realizé la extraccion de ADN por el método de CTAB (Stewart, y Via, 1993.). Al final, se
cuantificé la calidad del ADN extraido en un nanodrop; solamente se utilizaron las
muestras que hubieran registrado una calidad entre 1 y 2 (resultado de la lectura
260/280 nm). La amplificacibn de los genes y electroforesis se realizaron en el
laboratorio de biologia molecular de uso comun de Fitosanidad del Colegio de

Postgraduados Montecillos Edo. Mexico.

Amplificacién de los genes por PCR

Para determinar la diversidad genética de las colectas de P. minor, se amplificaron tres
regiones del cloroplasto. Dos regiones del gen que codifica para la sintesis de la
ACCasa, y otro corresponde a la region que codifica del cédigo de barras para la

identificacibn de especies (psbA). En el gen ACCasa se ha determinado que las
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mutaciones que se presentan en las posiciones 5109 a 5632 y de 5950 a 6355 del gen
son las que ocasionan la resistencia en gramineas (Délye et al., 2005).

Por lo que para el gen de resistencia se utilizaron dos juegos de iniciadores universales
propuestos por Délye et al. (2005). Estos amplifican dos regiones de 523 pb y 405 pb
del gen de la ACCasa. Los iniciadores del primer fragmento fueron: sentido
CAACTCTGGTGCTIGGATIGGCA; y contrasentido
GAACATAICTGAGCCACCTIAATATATT. Para el segundo se utlizaron sentido
CAGCITGATTCCCAIGAGCGITC, contrasentido CCATGCAITCTTIGAGITCCTCTGA. La
mezcla de PCR constd de 5 pL de Buffer ; 3 uL de dNTPs; 1 uL de DNA; 3.5 uL de
MgCl; 0.25 uL tag. Flexitag Promega; 1 UL de cada primer, se afor6 con agua hasta los
25 L. Las condiciones de amplificacion fueron: temperatura de desnaturalizacion de 95
°C por 30 s, seguido de 37 ciclos de 95 °C por 10 s, 60 o 61 °C (dependiendo el
fragmento) por 15 s, 72 °C por 45 s, finalmente, una temperatura de 72 °C por 10 min.
Para el disefio de los iniciadores del gen correspondiente al codigo de barras, se utilizé
la secuencia de P. minor reportada en el genebank (AY196481.1; Tal y Rubin, 2002). El
disefio de los iniciadores se realiz6 mediante el software Primer3 (Untergasser et al.,
2007). Los resultantes fueron: CTACCTTATTGACTGCAACT;,
TTAGGTTGAAAGCCATAGT. Para la mezcla de PCR se utilizd 5 uL de Buffer; 3 puL de
dNTPs; 1 pL de DNA; 3.5 pL de MgCl; 0.25 uL tag (Promega); 1 puL de cada primer, se
aforé con agua hasta los 25 puL. La amplificacion del gen realiz6 en un termociclador
Biometra modelo Tpersonal con el siguiente programa de 95 °C por 120 s, seguido de
30 ciclos de 95 °C por 60 s, 52 °C por 30 s, 72 °C por 60 s, finalmente, una temperatura

de 72 °C por 8 min.

38



El producto de PCR se corrid en un gel de agarosa al 0.8%, en buffer TBA al 1% a 76
volts por 20min, los resultados se visualizaron en un fotodocumentador. Los resultados

positivos de la amplificacion se secuenciaron, en la compafiia Macrogen en Corea.

Analisis de las secuencias

De cada colecta se obtuvieron secuencias de 5 individuos, excepto para la colecta Jal
donde el numero fue de cuatro, teniendo un total de 24 secuencias para cada region
estudiada. El andlisis de las secuencias se realizd en el software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) ver. 5 (Tamura et al., 2011). Previo al andlisis, se
confirmo la calidad de las secuencias y tamafo efectivo de las secuencias que se
incluyeron en el alineamiento. Las secuencias se alinearon con el programa Clustal W'y
se realizé la traslacion a aminoacidos con el cédigo genético de cloroplasto. Para cada
region amplificada se realizé un andlisis independiente. En el caso del gen de la
ACCasa, los dos fragmentos fueron unidos indicando el sitio de inicio y término de cada
fragmento. Los andlisis se realizaron a nivel de nucledtidos y de aminoécidos.

El andlisis de la variacion genética se realizé dentro y entre las colectas, a nivel de
nucleétidos y de aminoacidos. Se realizaron las pruebas de seleccion, para detectar el
posible proceso de seleccion de las colectas de P. minor. basadas en las pruebas de Z
(Nei y Gojobori, 1986), y en los cambios en la proporcion de mutaciones sinénimas (dS)
que no cambian de aminoacido y no sindnimas (dN) las que cambian de aminoacido.
Las hipétesis de seleccion probadas fueron: seleccion purificadora (dN < dS); seleccion
neutral (dN = dS); seleccion positiva (dN > dS). Para todas las hipotesis se utilizo el

método de Nei-Gojobori con 1000 pseudoréplicas de bootstrap.

39



Diversidad genética intra e interpoblacional

Se cuantifico la diversidad genética intrapoblacional en base al nimero de diferencias,
los andlisis fueron realizados con 1000 pseudoréplicas de bootstrap. Adicionalmente, se
calculé el polimorfismo en las poblaciones con la prueba de neutralidad de Tajima
(1989), esta prueba mide la diversidad genética de la poblacion (1) y calcula el valor de
D. Cuando D > 0 sugiere que la poblacion a tenido un cuello de botella o alguna forma
de seleccion reciente, y D < 0 sugiere que la poblacion esta en expansion o en una

seleccion normalizadora (Tajima, 1989).

Estimacion de la divergencia evolutiva entre las poblaciones
Se estim6 la divergencia evolutiva (distancia genética) de las poblaciones. Las
divergencias se obtuvieron mediante la matriz de distancias, basadas en el nimero de

cambios (Tajima y Nei, 1984). Se utilizaron 1000 pseudoréplicas de bootstrap.

Red de flujo genético entre poblaciones
Para determinar como se encuentran las relaciones filogenéticas de los haplotipos
presentes en la region y saber si existe flujo genético entre las poblaciones, se

construy6 una red de haplotipos mediante el software TCSv1.21 (Clement et al., 2000).

Construccion de arbol filogenético
Se construyd un arbol filogenético con las 24 secuencias a nivel de nucledtidos y de
aminoacidos por el método de méxima parsimonia con 1000 pseudoréplicas de
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bootstrap (Tamura et al., 2011). Como grupos externos se incluyeron dos secuencias
una de Alopecurus myosuroides resistente a los inhibidores de la ACCasa (AJ632096)

una de P. minor susceptible proveniente de Israel (AY196480).

RESULTADOS

Diversidad genética intra e interpoblacional

Para el gen correspondiente al cédigo de barras (psbA) se obtuvieron 24 secuencias de
las cinco colectas, con 750 pb, que corresponden a 250 aminoacidos. Del gen ACCasa,
se amplificaron el mismo numero de secuencias, del primer fragmento fueron 441 y el
segundo de 311 pb. En el alineamiento del gen psbA no se encontraron cambios dentro
y entre las colectas. A diferencia de gen psbA, el gen ACCasa si presento polimorfismo,
dentro y entre colectas por lo tanto, los resultados del andlisis de las secuencias
corresponden Unicamente al gen ACCasa.

La colecta que presentd la mayor variacion intrapoblacional fue la Col 7 con 16 sitios
variables. La colecta con menor diversidad intrapoblacional fue Jal con 8 sitios. De los
dos fragmentos amplificados, el segundo fue el que presenté la mayor cantidad de sitios
variables para todas las colectas. Por lo que se puede sefalar que la ultima region,
tiene una tasa de mutacion mas alta.

La lectura a amino&cido sefiala que no todos los cambios encontrados tuvieron un
cambio en la estructura de la proteina, en cada colecta se presenta solo un cambio en
aminoacidos con respecto al susceptible, sin embargo esta ocurre en diferentes
posiciones en cada colecta (Cuadro 1). De igual manera que en el caso de los cambios
en nucledtidos, los cambios se presentaron principalmente en la segunda region
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amplificada.

La diversidad genética de las colectas no mostré diferencias significativas entre el
susceptible y las colectas resistentes. Colectas como Jal y Col 7 presentaron una
diversidad a nivel de nucledtidos inferior al susceptible, por el contrario las demas
colectas resistentes tienen un una mayor diversidad que el susceptible (Cuadro 2). En
cuanto a la diversidad en aminoécidos, el susceptible fue el que presentd la menor
diversidad. Como se menciond anteriormente, los cambios en la composiciébn de
aminoacidos son los que realmente determinan que una poblacién pueda cambiar de un
estado susceptible a uno resistente. La diversidad a nivel de amino&cidos fue similar en
todas las colectas resistentes.

Cuadro 1. Polimorfismo del gen ACCasa de colectas de Phalaris minor, con diferentes
indices de resistencia a herbicidas que inhiben la ACCasa en el Bajio, México.

nucledtidos| a.a | nucleétidos | a.a. | sustituciones | %

No. Sec | Total R1 R2
SUS 5 14 5 0 9 0 0
COL 4 5 16 5 0 11 1 213 Thr x lle 80
COL 7 5 13 3 0 10 1 180 Thr x Ala | 60
GTO 5 14 5 1 9 0 101 Phe x Tyr| 75
JAL 5 8 3 0 5 1 163 Cys x Trp| 60

En el cuadro 2 se presenta el polimorfismo de las colectas de P. minor. Se puede
observar que en las poblaciones estudiadas, todas las secuencias constituyen

haplotipos unicos, a excepcion de la coleta Jal en la cual hubo dos secuencias
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idénticas. También es posible observar que la colecta Jal fue la que presentd la menor
cantidad de sitios variables. Los indicadores 1 y 6 muestran la diversidad de las
secuencias, en ambos casos la coleta Jal tuvo los menores valores de diversidad.

Las coletas Col 4 y Gto tienen los valores més altos de diversidad. La prueba de Tajima
(D) indica la intensidad de seleccion a la que esta sometida una poblacion. En los casos
de las colectas Susceptible, Col 7, y Jal en los que el valor de D fue superior a 0O,
sugiere que la poblacién a pasado por un cuello de botella recientemente, causado
probablemente por la seleccion impuesta por el herbicida. Ademas de que la prueba de
seleccion de Z resulté significativa para seleccion direccional en ambas colectas.

Para las coletas Col 4 y Gto en que los valores fueron negativos, la prueba considera
que estas poblaciones se encuentran en expansion o estan en una seleccion

normalizadora.

Cuadro 2. Prueba de neutralidad de Tajima, de colectas de P. minor con diferentes
indices de susceptibilidad y resistencia a herbicidas que inhiben la ACCasa en el Bajio,
Mex.

Sec | Hap. | Sitios | S. Var T 0 D seleccién
Susceptible | 5 5 752 14 0.0093 | 6.72 0.30
Col 4 5 5 752 16 0.0098 7.4 -0.27
Col 7 5 5 752 13 0.0088 | 6.24 | 0.42 | direccional
Gto 4 4 752 14 0.0100 | 7.64 |-0.18
Jal 5 4 752 8 0.0056 | 3.84 | 0.66 | direccional
Total 24 | 24 | 752 24 | 0.0099 | 0.0085 | 0.58

Abreviaturas: Hap.= Haplotipos, S var.=sitios variables, m=diversidad de nucleotidos
(nimero de sitios/sitios variables), 6=diversidad genética, D=es el estadistico de la
prueba de Tajima.
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Estimacion de la divergencia evolutiva entre las poblaciones
La divergencia evolutiva o distancia genética a nivel de nucleétidos entre las colectas

resistentes con respecto al susceptible mostré que las colectas Col 7 y Jal son las mas
cercanas. Las colectas mas distantes genéticamente fueron Col 4 y Gto (Cuadro 3), al
igual que en la prueba de Tajima estas poblaciones se estan diferenciando
independientemente del resto de sitios. La mayor diferencia entre las poblaciones se
encontré entre las poblaciones Jal y Col 4 con 3 cambios, seguida de Gto y Col 4 con
2.9 cambios.

Cuadro 3 Estimacién de la divergencia evolutiva entre secuencias de nucleotidos de las
poblaciones de Phalaris minor susceptible y resistentes a herbicidas que inhiben la

sintesis de la ACCasa en el Bajio, México. En base al numero de diferencias entre
secuencias.

Susceptible Col 7 Jal Gto Col4
Susceptible 0.45 0.65 0.38 1.22
Col 7 (IR12) 0.04 0.69 0.45 1.26
Jal (IR6.8) 0.28 0.60 0.74 1.11
Gto (IR12) 0.44 0.44 0.76 1.26
Col 4 (IR 12) 1.70 2.40 3.00 2.90

La parte derecha de la matriz representa el error estandar de la estimacion.

La divergencia evolutiva a nivel de aminoacidos mostr6 la misma relacién que a nivel de
nucledtidos. Las poblaciones mas distantes con respecto al susceptible fueron Gto y
Col 4 (Cuadro 4). A diferencia de la matriz de distancia a nivel de nucleétidos, la mayor

distancia entre colectas se encontré entre Gto y Col 4 con 1.1 cambios.
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Cuadro 4. Estimacién de la divergencia evolutiva entre secuencias de aminoacidos de
las poblaciones de Phalaris minor susceptible y resistentes a herbicidas que inhiben la
sintesis de la ACCasa en el Bajio, México. En base al numero de diferencias entre
secuencias.

Susceptible Col7 jal Gto
Susceptible 0.28 0.30 0.48 0.58
Col 7 0.30 0.40 0.54 0.66
Jal 0.30 0.60 0.56 0.64
Gto 0.50 0.80 0.80 0.76
Col 4 0.60 0.90 0.90 1.10

La parte derecha de la matriz representa el error estandar de la estimacion.

Red de flujo genético entre poblaciones

La red de flujo genético agrupo a todos los individuos dentro de una poblacion. Excepto
un individuo de la colecta de Gto, lo que sefiala que existe una estrecha relacion dentro
de mayoria de las colectas, y que los ancestros y descendientes se encuentran dentro
de la poblacion. Sin embargo, la red de haplotipos basada en 95% de probabilidad en
parsimonia no muestra relacion con la ubicacion geografica de las colectas ni con la
susceptibilidad o resistencia de los individuos. En la red se puede observar que todas
las colectas se encuentran relacionadas en algun grado y que los individuos
susceptibles se pueden encontrar dispersos entre los resistentes. Esto se puede deber
a efectos de flujo genético entre la poblacion, que aun y cuando en el sitio de colecta no
se hallan hecho aplicaciones de herbicidas, el intercambio de maquinaria entre
agricultores, asi como la lluvia y el viento pueden estar involucrados en estas

interacciones. El andlisis de TCS sefala que el posible origen de la poblacion con el
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95% de probabilidad en parsimonia es un individuo de la colecta Susceptible es el
origen de la red (Figura 1). Sin embargo debido a que la mayoria de los haplotipos son
anicos, seria recomendable incrementar el nUmero de muestras de cada colecta para
incrementar el nivel de confianza de esta prueba. Por otro lado, dentro de los individuos
de la coleta Gto, existe uno que, no se conecta con la red de haplotipos, por que
presenta un mayor numero de mutaciones, por lo que esta colecta esta teniendo
presiones de seleccidén y diferenciacion diferentes a las colectadas presentes en el

Bajio.

Reconstruccioén de arbol filogenético

La reconstruccion del &rbol filogenético de consenso con base en parsimonia, a nivel de
nucledtidos, con un andlisis de boostrap de 1000, en la que se incluyé una secuencia
del gen ACCasa susceptible de Phalaris minor proveniente de Israel, y otra de
Alopecurus myosuroides como grupo externo. Sefala que la secuencia susceptible
estuvo mezclada con el resto de individuos susceptibles.

Es posible observar que se forma un grupo bien definido que separa a las colectas
resistentes y el susceptible. Dentro de las colectas resistentes las colectas Gto y Col 4
son mas basales y la colecta Jal es la mas derivada. No es posible determinar el tiempo
de divergencia por medio del reloj molecular que tienen entre las colectas porque no se
conoce la tasa de mutacion que tiene este gen en esta especie. No obstante, dentro de

las colectas resistentes, no todos los individuos estan agrupados en la parte resistente.
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Figura 1. Estimacion de la red de flujo genético de las poblaciones de Phalaris minor
susceptibles y resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa en el Bajio, México.
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Figura 2. Arbol filogenético de las poblaciones de Phalaris minor susceptibles y
resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa, estimado por el método de méaxima
parsimonia. El analisis estuvo basado en la secuencia de aminoacidos (250 sitios) y con
1000 repeticiones de bootstrap. Se seleccionoé el arbol consenso al 50%.
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DISCUSION

Se encontré diversidad genética diferencial entre los dos genes del cloroplasto
secuenciados. Por una parte no se encontré variabilidad genética en la region del
codigo de barras (PsbA) de P. minor, lo que sugiere que este gen no esta involucrado
en factores de manejo y adaptacion a diferentes micro ambientes. Por otro lado, el gen
que codifica para la sintesis de la ACCasa se encontraron niveles de variacién
elevados. De las mutaciones encontradas, ocho de ellas se presentaron en el primer
fragmento y 16 en el segundo. Délye et al., (2005) quienes desarrollaron los iniciadores
utilizados, mencionan que el segundo fragmento utilizado es el que presenta una
probabilidad mayor de encontrar mutaciones que causen la resistencia.

Estos resultados es una evidencia que estos dos genes presentes en el cloroplasto
tienen diferentes tasas de mutacion asociada a su funcion en el organismo y en este
caso las regiones del gen ACCasa es un gen mucho mas variable. Lo anterior puede
corroborarse con el hecho de que de los 24 secuencias analizadas, 23 constituyen
haplotipos Unicos. Por lo que puede inferir que los cambios en este Ultimo se pueden
deber a un proceso de adaptacion a los diferentes sistemas de manejo de esta maleza,
sobre todo por que la ubicacion geografica de las colectas, es muy cercana y se ubica
en una region donde el intercambio genético entre la poblacion se puede dar con
facilidad debido que no existen barreas geogréaficas o montafiosas que lo impidan.

P. minor es originaria de Asia, pero se ha dispersado por todo el mundo por medio de
costales contaminados de semillas de trigo (Villasefior y Espinosa, 1998; Afentouli y
Eleftherohorinos, 1997). No obstante, a pesar de su amplia distribucion, la secuencia de

la colecta susceptible no presenté cambios a nivel de aminoécido con respecto a las

49



secuencias reportadas de biotipos susceptibles presentes en Israel.

Pocos estudios han encontrado una variabilidad genética tan elevada en regiones
geograficas tan cercanas. McRoberts et al., (2005) mencionan que las poblaciones de
P. minor que invaden los campos de cultivo de trigo en la India tienen una diversidad
genética baja (usando marcadores ISSRs). Debido principalmente al efecto fundador
que ocurrio en el momento de la invasion, ya que las poblaciones de esta maleza
llegaron a la India por medio de semilla contaminada proveniente de México. Por otro
lado, Mortimer (1997) menciona que las poblaciones de maleza tienen diferentes
factores de seleccién, por las practicas agricolas que se utilizan para eliminarlas. Sin
embargo, las diferencias en la variabilidad de ambos genes indica que esta regién es
mas susceptible a las presiones de seleccion entre ellas la aplicacion de herbicidas.
Aunque las poblaciones resistentes mostraron un nimero de cambios elevado con
respecto al Susceptible, solamente existio un cambio en la secuencia de aminoacidos,
de estos, se observd que cada poblacion tiene diferentes sustituciones en diferentes
sitios. La baja proporcion de cambios en aminoacidos demuestra que las poblaciones
de P. minor que se encuentran es esta region se encuentran bajo evolucién neutral y
que en ocasiones esta puede dar cambios a que favorezcan a la adaptacion a los
nuevos ambientes (Linhart y Gran, 1996). Ademas, el hecho de encontrar cambios en
aminoacidos en diferentes sitios de la proteina muestran que cada poblacion evolucion6
hacia la resistencia de manera independiente. Debido a que la aplicacién de los
herbicidas es decisidbn de cada agricultor, es posible tener en un &rea geografica
relativamente pequefia una gran variedad de subpoblaciones (Délye et al., 2004; Délye

et al., 2010; Owen et al., 2011).
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Todas las colectas resistentes mostraron polimorfismo, pero la prueba de Tajima mostro
que han habido procesos recientes que han influenciado esa variacion. Las colectas Col
4 y Gto tuvieron valores negativos en el estadistico de Tajima (D), ,esto indica que estas
poblaciones en algin momento tuvieron un cuello de botella como el que se forma por
la seleccién realizada por el herbicida, el cual ejerce una presion extrema (99.99%).
después del proceso de seleccidn, las poblaciones han recuperado su diversidad, lo
que sugiere que nuevamente se estan diversificando (Fowler y Whitlock, 1999). Para
las colectas con indicador D positivo como Jal, se infiere que el cuello de botella ha sido
muy reciente. Lo anterior se confirma con la baja diversidad genética que presento, la
cual fue la menor de las colectas estudiadas.

La distancia genética de las poblaciones no presenté una correspondencia con la
ubicacion geografica de las colectas. La colecta Jal fue la mas cercana genéticamente
aunque geograficamente es la méas distante del susceptible. Sin embrago, las
diferencias si tienen una correlacion con en el indice de resistencia. En donde el Jal
tiene el IR méas bajo (6.8) y el Col 4 present6 la mayor IR (12). Délye et al., (2005)
encontraron que el caso de los individuos R a herbicidas inhibidores de la ACCasa,
mientras mas mutaciones presente el sitio de accién, el indice de resistencia se
incrementa considerablemente. Como se menciond anteriormente, en un inicio esta
maleza se distribuy6 en un estado susceptible por toda el area del Bajio, posteriormente
la seleccion realizada por los agricultores fragmenté esa poblacion y ha formado
diversos biotipos con caracteristicas de resistencia distintas. Existen pocos estudios que
hayan demostrado de manera puntual el origen genético de la resistencia en zonas de

cultivos. Délye et al. (2004) y Délye et al. (2010) mencionan que las poblaciones de

51



Alopecurus myosuroides resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa que se
encuentran en la parte del norte de Francia tienen diferencias en el gen responsable,
principalmente a las diferencias en seleccion que se ejercen en los campos de cultivo.
De igual manera, encuentra que en el norte de Europa (Alemania, Bélgica, Francia,
Holanda, Reino Unido y Turquia) las regiones que presentan resistencia tienen
diferentes origenes evolutivos por las dosis y programas de manejo que se emplean en
cada pais.

Por lo mencionado anteriormente, la red de flujo genético no fue de ayuda para
determinar el flujo genético que existe entra las poblaciones, porque no tuvo una
representacion geogréfica. Lo anterior hizo imposible establecer la filogeografia de la
resistencia en el Bajio.

Finalmente, el arbol filogenético de las poblaciones de P. minor estudiadas mostré que
existe una diferencia ente las colectas resistentes y el susceptible. Las colectas
resistentes tienen un menor tiempo de evolucién por el cambio de los amino&cidos. De
las colectas resistentes, Gto y Col 4 son las mas basales, lo que concuerda con el
estimador D de Tajima y con la prueba de distancia genética. Amabas poblaciones han
tenido tiempo para recuperar su diversidad después del cuello de botella que genera la
seleccion del herbicida. De igual manera, la colecta Jal se muestra como la mas
derivada, lo que se comprueba con su baja diversidad genética, su indicador positivo en
la prueba de Tajima (0.66) y su estrecha relacion genética con el susceptible. No
obstante, aun es posible observa que individuos considerados como resistentes se
mezclan entre el grupo de susceptibles. Esto puede deberse a que las poblaciones

presentes en el Bajio no son formadas en su totalidad por individuos resistentes y que
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aun en el banco de semillas se encuentran los susceptibles (Maxwell et al., 1990).

Las diferencias descritas sobre el origen y evoluciébn de las colectas de P. minor
presentes en el Bajio abre la posibilidad de realizar estudios acerca de la biologia de
éstas. Se ha documentado que la ganancia en resistencia genera costos en la aptitud
competitiva (Bergelson y Purrington, 1996). No obstante, algunos autores han
cuestionado la comparacion de la aptitud competitiva de individuos provenientes de
diferentes regiones geograficas, por las diferencias en el fondo genético (Neve 2007;
Neve et al., 2009). Los resultados mostraron que los herbicidas son el unico factor que
esta seleccionando a las poblaciones de P. minor, por lo que se propone que Si es
posible realizar dichas comparaciones en aptitud para las colectas resistentes de P.

minor en el area del Bajio.
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CAPITULO 3

FISIOLOGIA DE SEMILLAS DE “ALPISTILLO” (Phalaris minor) SUSCEPTIBLE Y

RESISTENTES A HERBICIDAS INHIBIDORES DE LA ACCasa
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RESUMEN
La resistencia a herbicidas es un proceso evolutivo que involucra cambios en la
fisiologia y la aptitud ecoldgica de las plantas. Este tipo de resistencia se presenta en
Phalaris minor. El objetivo de este estudio fue determinar las diferencias en la aptitud
por causa de la resistencia a herbicidas inhibidores de la Acetil Coenzima A Carboxilasa
(ACCasa) en colectas de semillas de P. minor. Las caracteristicas de las semillas son
importantes, porque con ellas empieza la competencia entre organismos susceptibles
(S) y resistentes (R) en el banco de semillas. Se llevaron a cabo experimentos para
determinar si existen diferencias entre colectas S y R en el tamafio del embrion,
latencia, longevidad y velocidad de germinacion. Se encontraron diferencias en la
fisiologia de las semillas asociadas a la resistencia a herbicidas, estas diferencias
tuvieron una repercusion en la aptitud de las colectas R. El tamafio del embrién mostro
una reduccion superior al 50% (en base a peso seco) en las colectas resistentes, lo
anterior ocasiond un incremento en el nimero de dias a germinacion, asi como la
reduccion en la velocidad de germinacion. El dafio a las membranas, medido como una
estimacion de la longevidad, fue superior en las colectas R. La reduccién observada en
el vigor de la semilla podria afectar el establecimiento de las plantulas y podria ser una

explicacion razonable para el bajo éxito de individuos R bajo condiciones no selectivas.

Palabras clave: latencia, aptitud, germinacion, longevidad, vigor
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INTRODUCCION

Las malezas han sido seleccionadas intensamente por las practicas culturales usadas
para tratar de eliminarlas. Un ejemplo de esta seleccion es la presencia de biotipos
resistentes a herbicidas (Christoffers, 1999; Baucom y Holt, 2009; Neve et al., 2009). Al
menos, 348 biotipos de 194 especies presentan resistencia, y se espera que ese
numero siga incrementandose, aun con la introduccion de nuevos compuestos quimicos
(Coustau et al., 2000; Heap, 2010). Las practicas agricolas que incluyan la aplicacion
de herbicidas inevitablemente llevardn a la evolucion hacia la resistencia, incluso si
éstos son usados en bajas dosis (Neve y Powles, 2005, 2005b).

La resistencia a herbicidas puede ocasionar en los individuos un costo ecolégico, como
la reduccién en la aptitud competitiva (fitness); dicho costo puede ser evaluado
fisioldgicamente, genéticamente y evolutivamente para generar modelos que puedan
ayudar al manejo de poblaciones resistentes (Coustau et al., 2000; Neve et al., 2009).
El modelo de Maxwell et al. (1990) predice el retorno a la susceptibilidad de las
poblaciones R cuando la aplicacion del herbicida es suspendida. Sin embargo, este
modelo es completamente tedrico y depende de la existencia de una reduccion en la
aptitud competitiva de las plantas.

El “alpistillo” (Phalaris minor Retz.) es una maleza nativa de Asia, la cual a invadido los
campos de cultivo de trigo en 60 paises (Hari et al., 2003). A pesar de su amplia
distribucion y efectos detrimentales en el rendimiento, P. minor no esta considerada
entre las diez malezas mas problematicas a nivel mundial (Heap, 2012). Esta maleza
tiene la capacidad de adaptarse a los sistemas de cultivo, alcanzando densidades de

hasta 300 plantas m? y puede causar reducciones en el rendimiento de hasta un 95%
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(Afentouli y Eleftherohorinos; Igbal y Wright, 1997; Chhokar y Sharma, 2008). En
México, 5000 ha de la zona agricola del Bajio estan infectadas por P. minor y entre 100
y 500 agricultores han reportado la presencia de individuos resistentes a herbicidas
inhibidores de la ACCasa (Heap, 2012).

Las semillas de P. minor susceptibles a inhibidores de la ACCasa tienen alrededor de
dos afios de longevidad bajo condiciones de campo y requieren de un periodo de frio
para superar la latencia. Bajo condiciones naturales, las semillas alcanzan su maximo
porcentaje de germinacién 70 d después de la dispersiébn (Om et al., 2005). Sin
embargo, el exceso de humedad reduce el vigor y la longevidad, dependiendo de la
profundidad en la que se encuentre en el suelo (Franke et al., 2007).

Las diferencias en las caracteristicas de las semillas son importantes, porque de ellas
depende la persistencia de los individuos resistentes en el reservorio de semillas del
suelo (Ghersa y Martinez-Ghersa, 2000). El tamafio del embridn, latencia, longevidad y
velocidad de germinacion son medidas de vigor que pueden ser decisivas para el
establecimiento de las plantas bajo condiciones no selectivas (Weaver y Thomas, 1986;
Winn, 1988; Alcocer-Ruthling et al., 1992; Dyer et al., 1993; Thompson et al., 1994). En
general, los estudios acerca del costo de la resistencia a herbicidas inhibidores de la
ACCasa en gramineas han mostrado reducciones en la longevidad, porcentaje de
germinacion y vigor (Ghersa y Martinez-Ghersa 2000; Vila-Aiub et al., 2005a, 2005b;
Gundel et al., 2008). Sin embargo, no existe informacion disponible acerca del costo de
la resistencia en semillas de P. minor. Por éste motivo, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar las diferencias en la aptitud en la fisiologia de las semillas

(distribucién de biomasa, longevidad y germinacién) en colectas susceptibles y
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resistentes de P. minor.

MATERIALES Y METODOS

Las colectas resistentes (Col 4, Col 7 y Gto, IR=12, clodinafop) usadas en este estudio
fueron colectadas en tres campos de cultivos en la region del Bajio (20° 25' N, 101° 38
O); otra colecta (Jal) fue colectada a una distancia de 100 km, en donde se ha
reportado la presencia de individuos resistentes a diclonafop (IR=6.8) (Tafoya and
Morgado 2000). El susceptible (S) fue colectado en una localidad en donde no se ha
utilizado el control quimico en los ultimos 15 afios (comunicacion personal con los
productores).

Las semillas de las colectas originales fueron sembradas en macetas de plastico llenas
de suelo. Las plantas fueron crecidas bajo condiciones de invernadero, al momento de
la aparicion de la espiga, éstas fueron cubiertas con bolsas de papel encerado para
evitar la polinizacion cruzada y la pérdida de semillas, debido a que éstas se dispersan
al momento de la madurez fisiologica. Las semillas obtenidas fueron mantenidas en

bolsas de papel a 18 °C hasta el momento de su utilizacion.

Asignacion de biomasa a las diferentes estructuras de la semilla

De cada una de las colectas, se seleccionaron 30 semillas mismo peso (1.8 mg). Las
semillas fueron disectadas en: lema y palea, endospermo y embrién. Cada parte fue
secada en una estufa de aire forzado a 80 °C por 72 h. La asignaciéon de biomasa para
cada estructura fue calculada a partir del peso de la materia seca. Los datos fueron

analizados con un analisis de varianza bajo un disefio completamente al azar. Previo al
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andlisis estadistico, los porcentajes fueron transformados mediante la funcién arcoseno.

Tratamiento para la ruptura de la latencia

Las especies del género Phalaris requieren de periodos de bajas temperaturas para
romper la latencia de las semillas (Om et al., 2005). Para determinar si cada colecta
requiere de diferentes periodos para la ruptura de la latencia, grupos de 100 semillas
fueron estratificadas a 5 °C por 0, 10, 20 y 30 d. Posterior a la estratificacion, las
semillas se germinaron (20 °C; 12 h Fotoperiodo) para observar si la estratificacion
rompe la latencia. La germinacion se cuantificé contando el ndmero de semillas
germinadas en intervalos de 5 d durante 60 d. A las semillas que no germinaron se les
aplico la prueba de cloruro de tetrazolio (0.1%) para determinar si eran viables. Se
calcularon el nimero de dias a germinacion (Khan y Ungar, 1984) y el indice de

velocidad de germinacion (Hartmann et al., 1993) de acuerdo a las siguientes formulas:

Nuulmero de dias a germinacion (NDG): NDG = (N1 x T1 + N2 x T2 + .... + Nn x Tn)/n)

indice de velocidad de germinacion (IVG) IVG = (N1 xr+ N2 xr+....+ Nnxr)/Tn)
Donde:

N = Numero de semillas germinadas dentro de los intervalos de tiempo consecutivos.
r = Numero de repeticiones usadas (4)

T = Tiempo entre el inicio de la prueba y el fin del intervalo

n = Numero de semillas germinadas
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Los datos fueron analizados con un disefio completamente al azar con arreglo factorial,
los factores principales fueron las colectas y el tiempo de estratificacion. Veinticinco
semillas con cuatro repeticiones fueron usadas en cada tratamiento. Diferencias
significativas entre tratamientos fueron identificadas con la prueba de Tukey con P <

0.05.

Longevidad medida por envejecimiento acelerado

La colecta Jal no fue incluida en esta prueba debido a que no se obtuvo la cantidad
suficiente de semillas. La prueba de envejecimiento acelerado (Gundel et al., 2008;
ISTA, 2009) fue realizada colocando 100 semillas de cada colecta en camaras de
envejecimiento a 45 °C y 100% de HR por periodos de 0, 24, 48, 72 y 96 h, resultando
20 tratamientos (4 colectas, 5 tiempos). La conductividad eléctrica (C.E. dS m™) fue
medida para estimar el dafio en las membranas celulares debido a la prueba de

envejecimiento acelerado.

Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados usando una ANOVA con el pagquete
estadistico SAS version 9.1 (SAS 2009). En todos los tratamientos se utilizaron cuatro
repeticiones. Diferencias significativas entre las medias de los tratamientos fueron
separadas con la prueba de Tukey(P < 0.05).

Con la finalidad de determinar si el tamafio del embrion tiene alguna relacién con la
capacidad para germinar, se realizé6 una regresion linear entre la proporcién ocupada

por el embridn y los indices de germinacion evaluados.
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RESULTADOS

Asignacion de biomasa a las diferentes estructuras de la semilla

El endospermo fue la estructura con la mayor asignacion de biomasa, seguida de las
envolturas florales (lema y palea) y el embrion (Cuadro 1). Se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en el peso y porcentaje ocupado por el endospermo y el embrion
en las semillas de las diferentes colectas. Las colectas Gto y Jal tuvieron el menor
porcentaje de asignacion al embrion, lo cual fue compensado con el incremento en el
tamafio del endospermo. Las colectas Col 4, Col 7 y el S tuvieron una distribucion

similar de materia organica en el endospermo y el embrién (Cuadro 1)

Cuadro 1. Peso de materia seca y porcentaje de asignacion a las diferentes estructuras
de semillas susceptibles (S) y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas
inhibidores de la ACCasa de alpistillo (Phalaris minor).

Lemay Endospermo Embrion Lemay Endospermo Embrion

palea palea
mg %
Susceptible 0.35a+ 1.20abt 0.25a+ 195a+ 666b+12 139azt
0.02 0.02 0.02 0.93 0.9
Col 4 0.36a 1.18b+0.02 0.26a+ 200azx 656b+14 144a+
+0.02 0.03 0.91 1.9
Col 7 04a+ 1.18b+0.03 0.22ab+ 222a+ 656bx16 122abz+
0.02 0.03 0.01 1.6
Gto 0.38a+ 1.28a+0.02 0.14b+ 216a+t 711azxll 73bzx1l2
0.02 0.02 1.0
Jal 0.39a+ 1.28a+0.02 0.13bzx 21.7a+x 71l1ax1l1 72b+1.2
0.02 0.02 1.0

Letras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey 0.05). Datos promedios * error estandar.

66



Tratamiento para la ruptura de la latencia

La latencia de las semillas de P. minor mostraron diferencias significativas entre las
colectas y el tiempo de estratificacion. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en los 10, 20 y 30 d de estratificacion. Posterior a la estratificacion, el
susceptible tuvo los porcentajes y velocidad de germinacion mas altos comparados con
los resistentes (Figuras 1A-E). La estratificacién increment6 la velocidad de germinacion
en el S, Col 4 y Gto comparados con los no estratificados; sin embargo, no se
encontraron diferencias entre 10, 20 y 30 d de estratificacion (Figuras 1B y D).

La estratificacion no modificd el porcentaje ni la velocidad de germinacion en Col 7 y
Jal, este ultimo tuvo el menor porcentaje de germinacién (Figuras 1C y E). Sin embargo,
esto fue debido a que los tratamientos no pudieron romper la latencia, porque la prueba
de cloruro de tetrazolio mostré que todas las semillas eran viables al momento del
experimento.

Para el numero de dias a germinacion y el indice de velocidad de germinacion, se
encontraron diferencias significativas entre las colectas y entre los tiempos de
estratificacion (Cuadro 2). La colecta susceptible requirié el menor tiempo para germinar
(16.7 d) y tuvo el indice de germinacion mas alto (1.96). Entre las colectas resistentes,
Jal requiri6 més dias para germinar (44.4 d) y tuvo el menor indice de velocidad de

germinacion (0.32).
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Figura 1. Dinamica de la germinacion de semillas (%) después del tratamiento para la
ruptura de la latencia en las colectas susceptible (A) y resistentes a herbicidas: Col 4
(B), Col 7 (C), Gto (D) y Jal (E) de Phalaris minor. Tratamientos para la ruptura de la
latencia (0, 10, 20y 30 d a 5 °C). Datos promedio * el error estandar.
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Cuadro 2. Numero de dias a germinacion (NDG) e indice de velocidad de germinacion
(IVG) después del tiempo de estratificacion (0, 10, 20, 30 d a 5 °C) de semillas
susceptibles (S) y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas inhibidores de la
ACCasa de alpistillo (Phalaris minor).

FACTORES Niveles NDG VG
Susceptible 16.7c+1.8 1.96a+£0.04
Col4 305b+2.1 0.76 c £ 0.04
Colectas Col 7 42.3a+0.6 1.23 b £0.07
Gto 32.7b+1.9 0.86 ¢ + 0.07
Jal 44.4a+25 0.32d £ 0.06
0 42.4a+20 1.18a+0.13
Tiempo de 10 27.8c+23 0.96 b £0.13
estratificacion 20 30.8 bc + 2.8 0.93b+0.11
30 32.3b£3.0 1.04 ab £ 0.15
Colectas el Frk
Interacciones Tiempo *rk ok
Colectas*Tiempo * rxk

* **% %% indican 0.05, 0.01 y 0.001 de probabilidad (Tukey 0.05), respectivamente; NS
diferencias no significativas. Datos promedio + error estandar

Longevidad medida por envejecimiento acelerado

Al inicio del experimento, todas las colectas presentaron la misma C.E. (Cuadro 3). La
C.E. de las semillas de todas las colectas se incrementé conforme se aumento el
tiempo de envejecimiento. En las mediciones realizadas a las 24 y 48 h, el susceptible
presentdé el menor dafio comparado con las colectas resistentes. Sin embargo, esta
tendencia cambié a las 72 y 96 h donde el susceptible tuvo los valores de C.E. mas
altos. El deterioro de la semilla fue generalizado en todas las colectas a las 96 h, en
donde se observo la degradacién total del endospermo. El incremento en la C.E. es una

medida indirecta del dafo de las membranas, mientras que una C.E. baja indica mayor
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integridad de las membranas celulares. En condiciones naturales, esto sugeriria que las
semillas con baja C.E. permanecerian viables por méas tiempo en el banco de semillas
comparadas con aquellas que presentan una C.E. elevada. Por lo tanto, ese puede ser

un estimador de la longevidad.

Cuadro 3. Longevidad medida por la conductividad eléctrica (dS m* ) después de 0, 24,
48, 72 y 96 h de envejecimiento acelerado (45 °C y 100% de HR) de semillas
susceptibles (S) y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas inhibidores de la
ACCasa de alpistillo (Phalaris minor).

Horas 0 24 48 72 96

dS m?

Susceptible 0.51a+0.01 0.71¢c+0.06 1.02d+0.01 3.77a+0.2 3590a+0.6

Col 4 051a+0.01 1.58a+0.03 1.22¢c+0.01 1.94b+0.06 29.78ab =+

0.6
Col 7 0.51a+0.01 1.17b+0.09 1.63a+0.06 1.63b+0.06 22.64b +4.7
Gto 051a+0.01 217a+0.03 1.48b +0.03 1.94b +0.06 20.04b+0.1

Letras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey 0.05). Datos promedios + error estandar.

Correlacién entre el tamaifio del embrién y la germinacién

La relacién entre el porcentaje ocupado por el embrion y los indices de germinaciéon
evaluados (numero de dias a germinacion u velocidad de germinacién) se muestran en
las Figuras 2 y 3. En ellas se puede observar que para ambos indices, el porcentaje
ocupado por el embrion estd correlacionado con el incremento en la aptitud para
germinar, como en el caso del susceptible que tuvo la mayor velocidad de germinacién

y requirié el menor niumero de dias para germinar.
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Figura 3. Correlacion entre el porcentaje ocupado por el embrién en la semilla y el indice de
velocidad de germinacién.
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DISCUSION

Se encontraron diferencias asociadas a la resistencia a herbicidas inhibidores de la
ACCasa en la fisiologia y morfologia de semillas de P. minor. Los aspectos evaluados,
asignacion de materia seca, latencia y longevidad mostraron diferencias en la aptitud en
todas las colectas. Resultados similares han sido obtenidos por Gundel et al. (2008) y
Vila-Aiub et al. (2005b) para semillas de biotipos de Lolium multiflorum y Lolium rigidum,
respectivamente, resistentes a inhibidores de la ACCasa.

Las semillas de las colectas Gto y Jal tuvieron una reduccién del 50% en el tamafio del
embridbn comparadas con el susceptible y tuvieron la latencia mas profunda y la menor
longevidad. Lépez-Castafieda et al. (1996) encontraron que las diferencias en el vigor
inicial en cereales como avena, sorgo, trigo y triticale esta directamente relacionada con
el tamafio del embrion. No obstante, no se encontraron estudios que correlacionen el
tamafio del embridn con la latencia y longevidad en colectas resistentes a herbicidas.
Sin embargo, Forbis et al. (2002) menciona que el tamafio del embrién puede estar
relacionado con la latencia primaria de las semillas. Plantas que producen semillas con
embriones pequefios tienen que pasar por un periodo de maduracion méas largo que
puede durar varios meses (latencia morfo-fisiol6gica). Esta situacion le da una ventaja a
los individuos susceptibles sobre los resistentes.

La reduccion en la proporcion de biomasa asignada al embrion en las semillas de
poblaciones resistentes ocasiond que éstas requirieran de un niumero mayor de dias
para germinar y que tuvieran una velocidad de germinacion reducida. Esto se puede
observar en las Figuras 2 y 3 en las que se relaciona el porcentaje ocupado por el
embrién, el numero de dias para la germinacion y la velocidad de germinacion. En el
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caso de S y Col 4, los cuales tuvieron los embriones més grandes, el nimero de dias
para la germinacion se redujo considerablemente. Las colectas con embriones
pequefios tuvieron una velocidad de germinacion baja. En ambas correlaciones, La
colecta Susceptible demostré la mayor aptitud para la germinacion.

Las colectas Gto y Jal tuvieron la menor aptitud para la germinacion, lo que fue
consistente con la baja proporcion de embrion en la semilla. Algunas de las
consecuencias por la intensa presiéon de seleccion que ejercida por los xenobioticos es
un incremento en la endogamia como resultado del cuello de botella que ocurre en las
poblaciones. El resultado de lo anterior es una disminucion en el vigor de los individuos
por la baja variabilidad genética. Los resultados encontrados de la diversidad genética,
mostré que la colecta Jal es la que tiene la menor variabilidad genética de las
poblaciones estudiadas. Ademés de que los resultados de la prueba de Tajima indican
gue recientemente han evolucionado hacia la resistencia.

Ademas de la proporcion del embrién dentro de la semilla, existen otros factores que
pueden explicar las diferencias en la latencia y la longevidad de las semillas. Las
colectas resistentes (Col 4 y Col 7) con semillas en donde el tamafio del embrién fue
relativamente similar al susceptible también presentaron una latencia profunda vy
longevidad baja. Esto puede deberse a otros tipos de costos fisioldgicos; los efectos
pleiotropicos ocurren debido a que los cambios de nucleétidos pueden conferir a las
proteinas diferentes formas y funciones. Al respecto, Menchari et al. (2008) han
encontrado que mutaciones puntales en los genes responsables a la resistencia a los
inhibidores de la ACCasa pueden afectar el “fithess” (acumulacion de biomasa y

produccion de semillas) en poblaciones de Alopecurus myosuroides.
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La reduccién en el tamafio del embrion observada en algunas colectas R podria ser el
resultado de una correlacion antagbénica entre caracteres la cual compensa la
supervivencia en una ambiente altamente selectivo (99.9%) con la pérdida de aptitud
competitiva (fitness). Este tipo de “intercambios” (tradeoffs) han sido encontrados en la
adquisicién de resistencia a otros agentes de seleccion, tales como la resistencia a
herbivoros y patdgenos. El costo de la resistencia en las aptitudes competitivas en
plantas es mas severa en el caso de los herbicidas en relacion a la resistencia a la
herbivoria y patégenos, esto debido a la intensa presion de seleccion que éstos ejercen
(Berlgelson y Purrington, 1996).

El retraso en el nimero de dias a la germinacién y la velocidad de germinacién de las
colectas resistentes puede ser una desventaja ecologica comparada con el susceptible.
En la temporada de crecimiento, cuando las condiciones son propicias para la
germinacion, las semillas de los individuos susceptibles estaran listas para germinar y
ocupar el espacio, mientras que las resistentes que germinen después seran
sombreadas y no podran completar su ciclo de biolégico (Vila-Aiub et al., 2005b).
Mortimer (1997) menciona que una de las respuestas evolutivas para evitar la presion
de seleccion del herbicida es la seleccion de individuos con latencia profunda, de tal
manera que los individuos que germinen después tendrdn mas posibilidades de
completar su ciclo bioldgico que aquellos que hayan recibido la aplicacion del herbicida.
Por esta razon, es posible que al desaparecer el factor de seleccion, las caracteristicas
de germinacién retrasada represente una desventaja para el establecimiento de las
plantulas, lo que podria causar una reduccion en el nimero de individuos resistentes
dentro de la poblacién y regresar a las poblaciones a un estado susceptible (Maxwell et
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al., 1990). En una prueba de series de reemplazo de De Witt, las colectas resistentes
son desplazadas por el susceptible debido a que este germina primero y ocupa
rapidamente el dosel (Capitulo 5).

La longevidad (medida a través de la prueba de envejecimiento acelerado) es un
indicador del vigor, esto también fue relacionado con el tamafio del embrion. Las
semillas de la colecta Susceptible, que presentaron los embriones méas grandes,
tendrdn una mayor tolerancia al deterioro bajo condiciones naturales y permaneceran
viables por un periodo mayor en el banco de semillas. Al respecto, Gundel et al. (2008)
reportan que la longevidad de semillas de Lolium multiflorum se reduce por causa de la
resistencia a inhibidores de la ACCasa, lo que significa una desventaja bajo condiciones
no selectivas.

Las semillas de la colecta Jal no pudieron ser ocupadas para la prueba de
envejecimiento debido a la baja produccién de semillas. Ademas de la produccion baja
de semillas, éstas tuvieron baja calidad. La reduccion de las aptitudes competitivas
encontradas en este estudio podrian ser la causa del bajo éxito de los individuos
resistentes bajo condiciones no selectivas, lo que podria causar el retorno de la
susceptibilidad de las poblaciones (Maxwell et al., 1990).

Varios autores han cuestionado la comparacion de las aptitudes competitivas entre
poblaciones que no comparten la misma historia de seleccion (Neve 2007; Vila-Aiub et
al., 2009). Las practicas agricolas que cada agricultor aplica dentro de su parcela
convierten a cada colecta en una poblacion Unica (Linhart y Grant, 1996). Sin embargo,
los resultados obtenidos en este estudio acerca de las diferencias en la calidad

fisioldgica de las semillas mostraron que incluso poblaciones aisladas geogréficamente
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(Jal) mostraron tendencias similares. Es posible que la pérdida de la aptitud competitiva
evaluada en este estudio sea la consecuencia de la evolucién hacia la resistencia y
pueda ser encontrada en todas las colectas. Esto podra ser de ayuda para disefiar
estrategias de control encaminadas a eliminar a los individuos resistentes del banco de

semillas sin la necesidad del control quimico.
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CAPITULO 4

DIFERENCIAS EN BIOMASA Y FECUNDIDAD ENTRE COLECTAS DE ALPISTILLO

(Phalaris minor Retz.) SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES A HERBICIDAS

INHIBIDORES DE LA ACCasa
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RESUMEN

La resistencia a herbicidas es un proceso evolutivo causado por cambios metabdlicos o
genéticos en las poblaciones. En algunas especies la evolucion a la resistencia tiene un
costo sobre la aptitud competitiva de los individuos (fitness). Phalaris minor es una
maleza que evolucion6 a la adquisicién de resistencia a herbicidas inhibidores de la
ACCasa en el Bajio Mexicano. El objetivo de este estudio fue determinar si la
resistencia a herbicidas tiene un costo sobre la biomasa y fecundidad de las
poblaciones de Phalaris minor presentes en el Bajio Mexicano. Se realizd un
experimento en invernadero con colectas de una poblacion susceptible (S) y cuatro
resistentes (R) (Col 4, Col7, Gto y Jal). Se evalué la fenologia, acumulacion de grados
dias desarrollo, produccién y distribucion de biomasa, tasas de crecimiento (relativo,
absoluto, asimilacion neta), duracion del area foliar y el costo de la resistencia en la
biomasa y fecundidad (nUmero de semillas). Se encontraron diferencias en la fenologia,
acumulacion de biomasa y produccion de semillas entre los biotipos R respecto al S.
Las colectas Col 4 y Gto fueron precoces, con poca acumulacion de biomasa y bajo
peso de semillas. Por el contrario, dos biotipos fueron de lento crecimiento, pero de
mayor acumulacion de biomasa respecto al S. En todas las colectas se observo una
reduccion en la fecundidad (nimero de semillas por planta) con respecto al S. Los
costos encontrados podrian ocasionar el desplazamiento de los individuos R, si las
condiciones selectivas son retiradas.

Palabras clave: Crecimiento, fitness, fenologia, analisis de crecimiento.
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INTRODUCCION

La presencia de individuos resistentes (R) a herbicidas en cultivos donde se aplica el
control quimico es un proceso evolutivo (Linhart y Grant, 1996, Baucom y Holt, 2009;
Powles y Yu, 2010). Dicho proceso evolutivo es causado por cambios metabdlicos o
genéticos que permiten a los individuos R sobrevivir a las aplicaciones de herbicidas
(Christoffers, 1999; Yu et al., 2007). La resistencia permite el establecimiento y la
reproduccion de los individuos R cambiando la frecuencia de una poblacion
completamente susceptible a R en pocas generaciones (Maxwell et al., 1990).

Las condiciones en las que los individuos R se encuentran favorecidos han sido
propiciadas por el hombre al aplicar una presion de seleccion, en este caso el herbicida
(Palumbi, 2001). La modificaciébn de las préacticas culturales (rotacion de cultivos,
cambio del modo de accion del herbicida, abandono del control quimico, manejo
integrado de la maleza, entre otros) puede ocurrir dejando a los individuos S y R
compitiendo sin factores de seleccién presentes, con lo cual la poblacion puede volver a
su estado original.

Generalmente, la resistencia a herbicidas esta asociada con costos en las aptitudes
competitivas de las plantas (fithess) (Bergelson y Purrington, 1996). Sin embargo,
Wiederholt y Stolenberg (1996, 1996b) en trabajos con Setaria faberi y Digitaria
sanguinalis no encontraron diferencias en el fithess entre biotipos S y R a los
inhibidores de la ACCasa. En estudios recientes se han encontrado costos en diferentes
etapas fenolégicas (desde la germinacion hasta la produccién de semillas y
acumulacion de biomasa) en Lolium rigidum y L. multiflorum (Vila-Aiub et al., 2005,

2005b; Gundel et al., 2008). Sin embargo, los cambios morfoldgicos y fisioldgicos que
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sean factibles de presentarse en los individuos resistentes podrian no ser caracteres
adaptativos a condiciones sin presion de seleccion. Por lo tanto, se ha creado un
modelo de simulacion que plantea la posibilidad de que los individuos R sean
desplazados en el momento que el factor de selecciébn se retire del cultivo. Sin
embargo, los supuestos del modelo estdn basados en la reduccion del fitness de los
individuos R (Maxwell et al. 1990).

Phalaris minor es una maleza asiatica con una amplia distribucién a nivel mundial, es la
maleza principal de cultivos de trigo en paises como Grecia, India, Israel, Sudafrica,
entre otros. En México P. minor se presenta en la parte central del pais conocida como
Bajio. En 1996 se reportd la presencia de poblaciones resistentes a herbicidas
inhibidores de la ACCasa, las cuales rapidamente se dispersaron afectando a cerca de
5000 ha (Heap, 2012). Sin embargo, en la literatura no se encontrd informacion si en
las poblaciones resistentes de esta especie encontradas por Tafoya y Morgado (2000)
presentan una penalizacidon en el fitness por causa de la resistencia. Por tal motivo, el
objetivo de este estudio fue determinar si la resistencia a dichos herbicidas tiene un
costo en la biomasa y fecundidad de las poblaciones de Phalaris minor presentes en el
Bajio Mexicano. Estos estudios generaran informacion util para disefiar estrategias de

manejo que ayuden al retorno de las poblaciones susceptibles.

MATERIALES Y METODOS

El material biologico utilizado fue proporcionado por el Departamento de Parasitologia
de la Universidad Auténoma Chapingo (UACh) y el Centro de Sanidad Vegetal del
Estado de Guanajuato (CESAVEG), quienes lo colectaron en cuatro campos de cultivo,
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ubicados en la regién del Bajio Mexicano (Col 4, Col 7, Gto) con reporte de resistencia
a herbicidas que inhiben la sintesis de la ACCasa (Tafoya y Morgado, 2000). Una
colecta adicional (Jal) se realiz6 a 100 km de distancia en donde también se ha
reportado la presencia de poblaciones resistentes. Como susceptible se empled una
colecta proveniente de una localidad en la que nunca se ha utilizado el control quimico

(comunicacion personal con los productores).

Condiciones de Crecimiento

La investigacion se realiz6 en condiciones de invernadero en el Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de México (19° 29°' Ny 98° 53’ O y
2250 msnm). El experimento se llevé a cabo en dos estaciones otofio-invierno (octubre
2009 — marzo 2010) y primavera-verano (abril 2010 — agosto 2010). Las semillas fueron
sembradas en macetas de 1.7 L de capacidad, el sustrato utilizado fue tierra de monte y
arena en proporcion 2:1. La humedad en el substrato se mantuvo cerca de su
capacidad de campo durante todo el experimento.

Las condiciones ambientales de temperatura minima y méxima diaria del invernadero
fueron registradas durante la duracion del experimento. Se calcul6 el nimero de grados
dias desarrollo (GDD) con la férmula propuesta por Forcella y Banken (1996):

GDD=(Tmax-Tmin)/2.

Fenologia y acumulacion de grados dias desarrollo
Durante el experimento se llevo el registro de la fenologia, las etapas registradas

fueron: emergencia, aparicion del segundo y cuarto nomofilo, aparicion de la espiga y
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final de la antesis. Se considerd que se habia alcanzado cada etapa cuando el 50% de
las plantas de cada colecta presentaba las caracteristicas antes mencionadas. Se

estimé el numero de GDD transcurridos entre una etapa fenologica y la subsiguiente.

Produccién y distribuciéon de biomasa

En cada etapa fenoldgica se realizaron muestreos destructivos para obtener el peso
seco. En dichos muestreos, las plantas fueron disectadas en sus diferentes estructuras
(raiz, vainas, laminas foliares, tallos, inflorescencias y semillas). Los 6rganos fueron
introducidos en bolsas de papel y colocados en una estufa de secado a 80 °C hasta
llegar a peso constante. Se registrd el peso (g) de cada uno de los 6rganos y se
sumaron para obtener el peso de la biomasa por planta. Asimismo, se determiné la
asignacion porcentual de materia seca correspondiente a cada érgano. Por ultimo, se

cont6 el nimero de vainas, laminas foliares, macollos y espigas por planta.

Andlisis de crecimiento

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Hunt (1978). Se evaluaron: la tasa de
crecimiento absoluto (TCA), relativo (TCR), asimilacion neta (TAN) y duracion del area
foliar (DAF). La duracion del area foliar se expresa generalmente en dias, sin embargo

por tratarse de condiciones de invernadero el calculo se expresé en dm? dia™.

Costo de la resistencia en la biomasa y fecundidad
Para evaluar el costo debido a la resistencia a los herbicidas inhibidores de la ACCasa
en la biomasa y la fecundidad se utilizé la férmula propuesta por Bergelson y Purrington
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(1996): (resistente/susceptible x 100). Si el resultado es mayor de 100 indica que existe
una ganancia por la resistencia. Por el contrario, si es menor de 100 indicara que existe

un costo sobre las aptitudes de la poblacion resistente.

Analisis estadistico

En ambas estaciones de crecimiento se utilizé un disefio experimental completamente
al azar. Para eliminar el efecto de las diferentes estaciones (otofo-invierno y
primavera-verano) los datos de ambos ciclos fueron analizados como una serie de
experimentos en el tiempo, en donde la temporada de crecimiento esta anidada dentro
de las repeticiones (Cochran and Cox, 1990).

Previo al andlisis estadistico, los porcentajes fueron transformados con la funcion
arcoseno, posterior al analisis los datos fueron retransformados. Las Diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos fueron identificadas con la prueba de

comparacion multiple de medias de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenologia y acumulacion de grados dias desarrollo

Las colectas estudiadas mostraron diferencias en la fenologia durante el desarrollo del
experimento. La poblacién susceptible (S) requirié un total de 159 d (3222 GDD) para
completar su ciclo biolégico, de éstos, 125 d (2523 GDD) transcurrieron desde la
germinacion hasta la aparicion de la espiga. Esta fenologia y acumulacion de GDD fue
similar a la de las colectas resistentes (R) Col 7 y Jal que acumularon un total de 163 d

(3265 GDD) y 159 d (3222 GDD), respectivamente (Cuadro 1).
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Las colectas R, Col 4 y Gto tuvieron un desarrollo precoz, en ellas las diferencias se
expresaron desde el primer muestreo y conforme avanzé el desarrollo fueron mas
evidentes. La floracion en ambas se presentd a los 90 d (1851 GDD), siendo 35 d mas
precoces que el S. La madurez fisiolégica ocurrio 16 d antes que el Sen Col 4y 19 d en

Gto.

Cuadro 1. Dias después de la germinacion y Grados dias desarrollo (GDD) acumulados
en los muestreos de biomasa de los biotipos susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7,
Gto y Jal) a herbicidas que inhiben la sintesis de la ACCasa de Phalaris minor.

Biotipo 2do nomdfilo 4to Noméfilo l. Floracion Madurez Fis.
Dias GDD Dias GDD Dias GDD Dias GDD
Susceptible 15 306 37 733 125 2523 159 3222

Col 4 15 306 26 522 90 1851 140 2892
Col 7 15 312 40 588 134 2720 162 3222
Gto 12 247 26 522 90 1851 143 2926
Jal 18 372 37 733 121 2502 159 3265

La duracion del ciclo biolégico en el S resultd similar a lo consignado por Yadav y Malik
(2005) para el ciclo de otofio en la India (156 d). Los procesos de cambios en la
fenologia se han observado como una respuesta evolutiva a la adaptacién en los
agroecosistemas, principalmente en la sincronizacion de los ciclos de cultivo (Duke,
1985) y como respuesta a la aplicaciéon de los herbicidas y a las labores culturales
(Mortimer, 1997). Estas caracteristicas podrian ser un indicador de que las poblaciones
R, Col 4 y Gto han estado expuestas a una presion de seleccion impuesta por las
practicas agricolas ademas de la aplicacion de herbicidas (Weinig, 2005). Ademas, los

informes de resistencia realizados por Tafoya y Morgado (2000) sobre estas colectas,
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muestran que el indice de resistencia para las colectas Col 4, Col 7 y Gto es de 12,
mientras que la colecta Jal es de 6.8. Lo anterior indica que probablemente la evolucién
de la resistencia de estas poblaciones ocurri6 de manera independiente por las

practicas culturales de cada productor.

Produccién y distribuciéon de biomasa

La dinamica de acumulacion de biomasa para cada colecta se presenta en la Figura 1.
A la madurez fisioldgica, la colecta Jal presentd la mayor acumulacién de biomasa,
seguida de Susceptible y Col 7. Por el contrario, las colectas que tuvieron un

comportamiento precoz (Col 4 y Gto) produjeron menos biomasa.
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Figura 1. Dinamica de la acumulacién de biomasa (g planta™) en biotipos de Phalaris
minor Susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas inhibidores de la
ACCasa.

La asignacion de materia seca a los organos de la planta mostré que la raiz tuvo el
porcentaje mayor de asignacion de biomasa en todas las colectas (ejemplo, 54.7% en
el S), seguida de los tallos, hojas y semillas. En las colectas precoces se observo una
reduccion de hasta un 20% en la asignacion de la raiz, con respecto al S (Cuadro 2). La

reduccion en el ciclo biologico y la biomasa, pueden ser adaptaciones a un ciclo

biolégico efimero para asegurar la produccion de semillas (Baker 1991). Al respecto,
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Grime (1979) menciona que las malezas han evolucionado para adaptarse a sitios con

alta productividad y perturbacion, tal como sucede en un campo de cultivo.

Cuadro 2. Peso de materia seca de raiz, tallo, hojas y biomasa total (g planta™); de los
biotipos susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas que inhiben la
sintesis de ACCasa de Phalaris minor. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa (Tukey p<0.05).

Raiz Tallo Hojas inflo semillas Biom
total
g % g % g % g % G % g

Sus 22a 54.7a 81ab 20.1ab 59b 147b 05cd 1.2c 3.7a 9.2ab 366D

COL4 82b 385b 6.0bc 28.2bc 32c 150c 13b 6.1b 26ab 122a 195c

COL7 193a 49.2a 10.0a 255a 7.2ab 184a 02d 05d 25ab 64c 36.8b

Gto 5b 318b 48c 306c 32c 204a 1.1bc 7.0a 16b 10.2a 14.2d

Jal 21.2a 465a 11.0a 24.1a 80a 175ab 24a 53b 3.0ab 6.6c 428a

DHS *%k% *k% *kk *k% *kk *kk *kk *%k% *%* *%k% *kk

SIG 4.4 7.8 3.2 6.2 1.6 3.5 0.7 2.4 1.5 3.6 0.5

En lo que respecta a la parte aérea, la colecta Jal obtuvo la acumulacién mayor de
materia seca en conjunto (tallos, hojas e inflorescencias). Por el contrario, Gto fue la de
menor acumulacion en estas estructuras (Cuadro 2). Las diferencias entre colectas
estuvieron relacionadas con el mayor nimero de tallos y hojas en los biotipos de ciclo
largo, los cuales, al presentar mayor numero de hojas, el area foliar también se
increment6 (Cuadro 3).

Bergelson y Purrington (1996) reportan que la biomasa en algunos casos se ve
favorecida por la resistencia, tal como en este caso. Sin embargo, en términos
ecologicos y evolutivos la fecundidad es un atributo que es mas importante para el

aporte del fitness de la poblacion que la produccion de biomasa (Harperl977).
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En la produccién de semillas (g planta™) no existieron diferencias significativas entre el
Susceptible y los R, Col 4, Col 7 y Jal. La colecta R, Gto tuvo la menor produccion de
semillas por planta. No obstante, la asignaciébn en porcentaje tuvo una tendencia
diferente; las colectas precoces tuvieron la asignacién de recursos mayor a la
produccion de semillas mientras las colectas no precoces asignaron menor cantidad a
la semilla (Cuadro 2).

El incremento en la asignacion de biomasa a las semillas en las colectas precoces se
debi6é a que su floracion inicié 30 d antes y por lo tanto dispusieron de mayor tiempo
para la produccibn de espigas. Esto también puede deberse a una respuesta
compensatoria por la disminucion del tamafio de la planta con el incremento a la
asignacion de materia seca a la produccion de semillas (esfuerzo reproductivo).

Las colectas resistentes con mayor produccion de biomasa tuvieron una reduccion en el
porcentaje de asignacion hacia las semillas respecto al S. Esto indica que el esfuerzo
reproductivo es reducido y puede ser uno de los costos asociados con la penalizacion

por la resistencia (Bergelson y Purrington, 1996; Vila-Aiub et al., 2005).

Andlisis de crecimiento

Las tasas de crecimiento determinadas tuvieron tendencias similares a la acumulacion
de biomasa registrada. Las tasas de crecimiento absoluto y relativo (TCA y TCR) fueron
mas altas en las colectas R con mayor acumulacién de biomasa (Jal, Sus y Col 7)
(Cuadro 3). La TCR mostré que Col 7 y Jal tienen la mayor eficiencia en la produccion
de biomasa a partir de la biomasa existente.

El area foliar de la colecta S fue mas eficiente en la produccion de biomasa, por esto su
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tasa de asimilacion neta (TAN) fue significativamente mas alta que todos los
resistentes. Estas diferencias con las otras colectas de ciclo largo puede estar
relacionado con la resistencia que afecta en algunos casos la eficiencia en el
metabolismo por el cambio en los sitios de accion (Vila-Aiub, 2005). Aun se desconoce
si la causa de la resistencia de los biotipos de P. minor en México es por cambio en el
sitio de accion (genética) o por un cambio en el metabolismo (metabdlica).

La duracion del érea foliar fue mayor en S, Col 7 y Jal, esto fue el resultado de una alta
acumulacion de biomasa en hojas, mayor numero de hojas y area foliar respecto a Col
4y Gto.

Cuadro 3. Analisis de crecimiento (Tasa de crecimiento absoluto TCA, tasa de
crecimiento relativo TCR, tasa de asimilacion neta TAN y duracién del area foliar DAF)
de las colectas susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas que

inhiben la sintesis de ACCasa de Phalaris minor. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (Tukey p<0.05).

Biotipo TCA TCR TAN DAF
gd? ggtd? gdm?d* dm? d*
Susceptible 163.2 a 0.27b 0.84 a 310 b
Col 4 91.7b 0.26 b 0.64 b 204 b
Col 7 158.6 a 0.29 a 0.57b 576 a
Gto 82.7b 0.27 b 0.50b 278 b
Jal 169.6 a 0.28 ab 0.61b 548 a
SIG *k% *kk *kk *k%
DHS (Tukey 0.05) 12.86 0.0012 0.14 118

Costo de la resistencia en la biomasa y la fecundidad
El indice utilizado para cuantificar el fitness relativo en la produccion de biomasa entre
S y R no mostré un costo generalizado en todas las colectas (Cuadro 4). En Col 7 y Jal

la resistencia a herbicidas ocasion6 un incremento en su biomasa del 7.3 y 12.5%
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respectivamente; mientras que Col 4 y Gto que presentaron caracteristicas de

precocidad tuvieron reducciones del 49.5 y 61%, respectivamente.

Cuadro 4. Biomasa y fecundidad relativa (relative fitness) de acuerdo a la férmula de
Bergelson y Purrington (1996) de los biotipos susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7,
Gto y Jal) a herbicidas que inhiben la sintesis de la ACCasa de Phalaris minor. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey p<0.05).

Biomasa Fecundidad
Col 4 50.5b 73.8b
Col 7 107.3 a 65.2 C
Gto 39.0b 36.8 d
Jal 1125 a 81.6 a
SIG *%* *%
DHS 32.8 7.2

Por el contrario, para el caso de la fecundidad (nUmero de semillas por planta), todas
las colectas mostraron costos respecto al susceptible (Cuadro 4). Bergelson vy
Purrington (1996) mencionan que la resistencia a herbicidas y patbgenos generalmente
tiene un costo sobre la fecundidad de las especies, lo cual coincide con lo encontrado
en esta investigacion.

Los estudios acerca de los costos de la resistencia sobre el fitness han sido
cuestionados por el origen de las colectas utilizadas (Vila-Aiub et al., 2009). El fondo
genético y la historia de seleccion pueden cambiar de un sitio a otro por causa de las
practicas agricolas y los procesos de presion de seleccion que imponen los herbicidas
en cada campo de cultivo (Kawecki, 2008). Estudios sobre la genética de las
poblaciones presentes en el Bajio han mostrado que no existen mutaciones en genes
del cloroplasto (investigacién en proceso), lo que indica que estas poblaciones tienen

una baja diversidad genética y que desde la introduccién de esta maleza a México ha
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experimentado pocos procesos de divergencia, por lo cual podria considerarse a toda la
region del Bajio como una zona con un fondo genético uniforme.

De acuerdo a las caracteristicas observadas de resistencia (R) y crecimiento, es
probable que estas colectas hayan evolucionado hacia la resistencia de manera
independiente. Sin embargo, la pérdida de la fecundidad fue observada de manera
general en todas las colectas resistentes. Lo anterior puede dar una idea mas general
acerca del proceso de pérdida de aptitudes por la evolucion hacia la resistencia.
Recientemente Owen et al. (2011) han encontrado que los costos sobre la aptitud en
semillas en 406 poblaciones de Lolium rigidum en Australia son muy similares, e indican
que algunas de estas poblaciones probablemente evolucionaron de manera
independiente a la resistencia.

Los costos encontrados en la fecundidad podrian ser uno de los factores que
ocasionaran el desplazamiento de los R en ausencia del factor de seleccion (herbicida).
Métodos de control como la rotacién de cultivos, cambios en el ingrediente activo de los
herbicidas entre otros podrian cambiar la dominancia de los individuos resistentes en
las poblaciones. El estudio del ciclo biolégico completo debe ser el primer paso para la
cuantificacion del costo por la resistencia. A partir de la informacion generada se podra
ir mas a detalle en ciertos aspectos del ciclo bioldgico (germinacion, establecimiento,
floracion, etc.) como lo proponen Maxwell et al. (1996) para poder conocer la dinamica

de la poblacion en ausencia del factor de seleccion y el retorno a la susceptibilidad.
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CAPITULO 5

COMPETENCIA POR LUZ EN BIOTIPOS DE ALPISTILLO (Phalaris minor Retz.)

SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES A INHIBIDORES DE la ACCasa
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RESUMEN
La resistencia a herbicidas tiene una penalizacién sobre las aptitudes competitivas de
las plantas. Esta penalizacion puede ocasionar que las plantas resistentes sean
desplazadas cuando el factor de seleccion se retire de las poblaciones. P. minor es una
planta anual que presenta biotipos resistentes y susceptibles a herbicidas inhibidores de
la ACCasa. Investigaciones realizadas en los biotipos presentes en el Bajio han
mostrado que existen costos en diferentes caracteristicas de las semillas (latencia,
longevidad, germinacion) y en el crecimiento de las plantas (precocidad, baja
acumulacion de biomasa y fecundidad). Sin embargo, aun se desconoce si esas
diferencias pueden tener un costo ecoldgico. El objetivo del presente estudio fue
comprobar si la evolucion de la resistencia reduce la aptitud para competir por el
establecimiento en la etapa de plantula. Se realizaron experimentos de competencia
entre cuatro biotipos resistentes (R) y uno susceptible (S). Los experimentos estuvieron
basados en el diagrama de competencia de De Witt en el que se emplearon tres
proporciones de los biotipos Ry S de 100:0 50:50 y 0:100. En un primer experimento,
las semillas de cada biotipo fueron estratificadas a 5 °C por 10 d y posteriormente
sembradas en macetas conteniendo suelo para que germinaran naturalmente,
teniéndose una germinacién diferencial entre biotipos. En el segundo experimento, las
semillas fueron tratadas con GA3 para que germinaran simultaneamente en laboratorio
y trasplantadas a las 48 h después de la aparicién de la radicula. A partir de la siembra,
cada semana se tomoO una fotografia en plano perpendicular a la superficie de la
maceta. Posteriormente dichas fotos fueron procesadas digitalmente en el software

CobCal Version 1.0 para calcular la proyeccion del area ocupada por el follaje. Los
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resultados mostraron que el retraso en la germinacion de los biotipos R, ocasion6 que
tuvieran una menor proyeccion de la cobertura del dosel con respecto al S. Cuando la
germinacion fue simultdnea para todos los biotipos, no se observé diferencia en el area
del dosel. Las caracteristicas de germinacion retrasada y por lo tanto, la diferencia en el
area entre los biotipos S y R en un momento dado podria ser la causa del
desplazamiento de estas ultimas en ausencia del factor de seleccién.

Palabras Clave: Proyeccion del dosel, De witt, CobCal

INTRODUCCION

La resistencia a herbicidas tiene una penalizacion sobre las aptitudes competitivas de
las plantas (fitness) (Bergelson y Purrington, 1996; Baucom y Holt, 2009). Esta
penalizacion puede ocasionar que los organismos resistentes sean desplazados por los
susceptibles cuando el factor de seleccion se retire de las poblaciones (Maxwell et al.,
1990, 1996). Cuando las poblaciones convergen en espacio y tiempo se establecen
relaciones de competencia entre las plantas por encima y por debajo del suelo (Begon
et al., 1996). En un campo de cultivo el agua y los nutrimentos son suministrados por el
agricultor en cantidades que no representan un desabasto y en los casos en los que
exista, es casi imperceptible y no afecta la productividad de las plantas (malezas y
cultivo). La competencia por luz se establece por la capacidad que tenga cada individuo
de germinar, y generar su maquinaria fotosintética, es decir, sus hojas, la disposicion de
éstas y la altura en el dosel (Duke, 1985).

Durante mucho tiempo se pensé que la resistencia a inhibidores de la ACCasa no

causaban una reduccién en la aptitud de las plantas (fitness). Por ejemplo, estudios
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realizados en Digitaria sanguinalis y Setaria faberi donde se evalud la competencia
usando series de reemplazo de De Wit en poblaciones susceptibles y resistentes a
herbicidas inhibidores de la ACCasa, no mostraron costos en la produccién de biomasa
y semillas (Wiederholt y Stoltenberg 1996, 1996b). Sin embargo, estudios recientes han
encontrado costos en las primeras etapas del ciclo biolégico, como en la longevidad de
la semilla, incremento de la latencia, reduccion de la velocidad de germinacion y
velocidad de emergencia, (Vila-Aiub et al., 2005; Gundel et al., 2008; Owen et al.,
2011). Se ha propuesto que estas diferencias son una adaptacion a las labores del
cultivo y para escapar a las primeras aplicaciones de los herbicidas, aunque estas
diferencias no estan ligadas genéticamente a la resistencia (Mortimer, 1997; Owen et
al., 2011). En condiciones de competencia y sin el agente de seleccion (herbicida), es
probable que la rapida germinacion de los biotipos susceptibles pudiera dar ventajas en
el establecimiento desplazando a los resistentes (Maxwell et al., 1990; Baucom y Holt,
2009; Neve et al., 2009).

Phalaris minor es una planta anual que evolucion6 a la resistencia a herbicidas
inhibidores de la ACCasa en el Bajio Mexicano. Investigaciones realizadas en las
poblaciones resistentes presentes en el Bajio han mostrado que existen costos en
diferentes caracteristicas fisioldgicas de las semillas, como mayor latencia, menor
longevidad, y menor germinacion (Capitulo 3) y en el crecimiento de las plantas tales
como, precocidad, baja acumulacion de biomasa y fecundidad (Capitulo 4). Sin
embargo, aun se desconoce si esas diferencias pueden tener un costo ecoldgico que
pudiera causar el desplazamiento en condiciones no selectivas. El objetivo del presente

estudio fue determinar si la evolucién a la resistencia reduce la aptitud para competir
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por el establecimiento en la etapa de plantula en P. minor, para ellos se estudio el
tiempo requerido para la germinacion, competencia por luz y se calcularon indices para

evaluar la competencia (agresividad e intensidad de competencia).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cuatro accesiones con reporte de resistencia a diclonafop (Col 4, Col 7,
Gto IR=12, clodinafop) provenientes de la region del Bajio, México (20° 25' N 101° 38'
O); otra colecta (Jal) fue colectada a una distancia de 100 km, en donde se ha
reportado la presencia de individuos resistentes a diclonafop (IR=6.8) (Tafoya y
Morgado 2000). La colecta susceptible fue colectada en una zona ubicada a 25 km en
donde no se aplican herbicidas como método de control de malezas (comunicacion
personal con los productores). Las semillas fueron proporcionadas por el Departamento
de Parasitologia de la Universidad Autébnoma Chapingo (UACh) y el Centro de Sanidad
Vegetal del Estado de Guanajuato (CESAVEG).

Para eliminar las diferencias en latencia y deterioro por el almacenamiento, las semillas
de las accesiones originales fueron cultivadas bajo condiciones de invernadero para la
obtencion de semillas nuevas. En el momento de la floracion, las espigas fueron
cubiertas con bolsas de papel encerado para evitar la polinizacion cruzada y para la

colecta de las semillas, ya que éstas se desprenden al alcanzar la madurez.

Tiempo requerido para la germinacion
Las semillas de P. minor presentan latencia primaria por la falta de maduracion del
embrion. Por tal motivo las semillas fueron estratificadas a una temperatura de 5 °C
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durante 10 d, simulando la maduracion que ocurre durante su permanencia en el suelo
en la temporada de invierno. Estudios previos han demostrado que en estas
accesiones, el tratamiento de estratificacion es suficiente para que las semillas
alcancen su maxima germinacion (Capitulo 2).

Posterior a la estratificacion un lote de semillas se puso a germinar en condiciones de
laboratorio (20 °C, 12 h luz). Durante 60 d se realizaron conteos en intervalos de 5d. A
las semillas que no germinaron se les aplicd la prueba de cloruro de tetrazolio para
verificar si, éstas eran viables.

Las curvas de germinacion fueron analizadas con un andlisis de tiempos de falla
(Failure-time analysis) mediante PROC LIFETEST (SAS, version 9.2). Los estimadores
utilizados fueron Logrank y Wilcoxon. Se utilizaron comparaciones susceptible vs

resistente para determinar si existieron diferencias en la germinacion.

Competencia por luz

En este estudio se evalud la competencia entre el susceptible y las cuatro accesiones
resistentes, los experimentos estuvieron basados en series de reemplazo de De Wit
(1960), las cuales consisten en establecer poblaciones en diferentes proporciones. En
este estudio se usaron las proporciones 100:0 50:50 y 0:100, mezclandose la accesion
susceptible con cada una de las resistentes. En macetas de 13.5 cm de diametro (572.5
cm?) conteniendo suelo franco se colocaron las semillas a una distancia de 2.5 cm entre
ellas. Esta densidad es similar a la que ocurre en condiciones de campo y puede
reducir el rendimiento hasta en 90% (Afentouli y Eleftherohorinos, 1997; Park et al.,

2003).
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El estudio fue dividido en dos experimentos: en el primero, las semillas de cada
accesion fueron colocadas en sus respectivas posiciones y cubiertas con una capa de 2
mm de suelo. Lo anterior con el objetivo de que la germinacion ocurriera de manera
natural y se iniciara la competencia por la cobertura del dosel de la misma forma. En el
segundo experimento, las semillas fueron germinadas en laboratorio y trasplantadas a
las 48 h después de la aparicion de la radicula, para que la competencia iniciara
simultaneamente.

Debido a que los individuos de las poblaciones susceptibles y resistentes son
morfologicamente similares y para que al final del experimento no hubiera confusion en
la identificacion de las plantas, en las combinaciones 50:50 se colocaron palillos de
madera (5 cm de largo) a un lado de los individuos resistentes. A partir de la fecha de
siembra, cada 7 d se tomé una fotografia en plano perpendicular a la superficie de cada
maceta. Posteriormente, las fotografias fueron procesadas digitalmente en el software
CobCal Versién 2.0 para calcular el area ocupada por el follaje (% de cobertura).

Los datos de la dinAmica de la cobertura del dosel fueron ingresados en el software
curve-expert (version 1.5) para encontrar el modelo que mejor ajuste diera a los datos.
En el caso del primer experimento, el modelo que mejor se ajusté a las coberturas del

dosel fue el modelo logistico (Eq 1).

%C=

1+e

(x—tgs)

Donde: a = cobertura maxima; X = tiempo en que se alcanza el 50% de cobertura; b =

106



pendiente alrededor del 50% de cobertura.
En el segundo experimento el mejor ajuste fue el modelo lineal (Eq 2).

Y =a+ bx
Donde: a = punto donde la recta corta al eje “x” (ordenada al origen) y b = es la
pendiente.
Posteriormente, se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA) y cuando se encontraron
diferencias significativas, se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey
(0.05).
La duracion de cada experimento estuvo en funcion de la cobertura por las plantas del
area de la maceta, en el momento en que se alcanzé la méxima cobertura el
experimento se finalizé. En ninguno de los experimentos se alcanz6 una cobertura del
100%. Debido al crecimiento erecto de P. minor y a la filotaxia de las hojas, que
ocasiona que haya sobreposicion de unas con otras, lo que permite la penetracion de
luz a través del dosel.
Al final de los experimentos, se determind la materia seca de la parte aérea de las
plantas. Los individuos de cada tratamiento fueron colocados en bolsas de papel
estraza y posteriormente se introdujeron en una estufa (80 °C) durante 72 h para

obtener el peso de la materia seca.

indices para evaluar la competencia
Con los datos de materia seca, se evaluaron los indices de agresividad e intensidad de
competencia en cada uno de los experimentos. Las férmulas y los autores se muestran

en el cuadro 1.
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Cuadro 1. indices de competencia evaluados en las series de reemplazo de De Witt
entre poblaciones de Phalaris minor susceptible y resistentes a herbicidas inhibidores
de la ACCasa.

INDICE AUTOR
Agresividad A= Y% [(A mix + A mono) / (B mix + B mono)] McGilchrist &
Trenbath
(1971)
Intensidad de CI=[(A mono + B mono) / (A mix + B mix)] - 1 Wilson (1988)

competencia

Productividad relativa de las colectas en competencia

Para evaluar la productividad relativa de las colectas R en competencia con la S se
realizaron los diagramas de competencia de De Witt (1969). Se asigno el valor de uno a
la productividad obtenida en siembra monoespecifica. A las mezclas 50:50 (S:R) se les
asigno el valor proporcional de la productividad respecto a la siembra monoespecifica.
Cuando el valor de la productividad de la colecta en mezcla 50:50 es cercana a 0.5
indica que la competencia no modifico la produccion de biomasa. Se realiz6 la suma de
las productividades relativas de las mezclas para conocer si la combinacién de ambas
colectas producia una biomasa mayor o menor respecto a su productividad en

monocultivo.

Andlisis estadistico
Para identificar diferencias entre ambos experimentos, se aplicé un andlisis de varianza
(ANOVA) a los datos bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Cuando se encontraron diferencias significativas, se aplicé la prueba de comparacion
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de medias de Tukey (0.05). Las comparaciones de los indices de agresividad e
intensidad de competencia fueron realizadas entre si mismos en funcién del

experimento.

RESULTADOS

Tiempo requerido para la germinacion

La germinacion de las semillas en condiciones de laboratorio presenté diferencias entre
las colectas estudiadas. La colecta susceptible tuvo la mayor velocidad y porcentaje de
germinacion respecto a todas los resistentes (Figura 1). El susceptible a partir del dia
10 tuvo un incremento significativo en el porcentaje de germinacion que se mantuvo
hasta el final de la prueba.

Por el contrario, en las colectas R se observdé una menor velocidad y porcentaje de
germinacion. Entre los resistentes, la Col 7 tuvo el mayor porcentaje de germinacion
(60%). En el caso de la colecta Jal no se observé un incremento de la germinacion,
teniendo la germinacibn més baja de todos las colectas estudiadas (10%). Las
diferencias observadas en la germinacién se debieron a la latencia primaria que
presentan las diferentes colectas, porque los resultados de la prueba de cloruro de

tetrazolio indicaron que todas las semillas eran viables al momento de la prueba.
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Figura 1. Dinamica de la germinacion de semillas de Phalaris minor Susceptibles y
resistentes (col 4, Col 7, Gto y Jal) a herbicidas inhibidores de la ACCasa.

El resultado del analisis de los tiempos de falla mostr6 que la germinacion del
susceptible es diferente estadisticamente (p<0.0001) respecto a las colectas
resistentes. Las pruebas de Logrank y Wilcoxon fueron altamente significativas en todos

los casos (p<0.0001) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Probabilidad estadistica de las pruebas de Logrank y Wilcoxon para el
analisis de tiempo de falla en la germinacién de colectas R respecto a la colecta S de
Phalaris minor.

Col 4 Col 7 Gto Jal
Logrank 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Wilcoxon 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Competencia por luz

Al igual que lo observado en la prueba de germinacion; en el experimento donde, la
germinacion ocurrio en forma natural, en siembra monoespecifica la cobertura del
susceptible fue superior estadisticamente en comparacién con la cobertura de los
resistentes y aun con la suma del Sy el R en la siembra en mezcla. Debido a que el
susceptible germiné primero, la cobertura del dosel fue dominada por éste en la
siembra en mezcla. El retraso de la germinacion de la Col 7 y Gto ocasiond que éstas
iniciaran después la cobertura del dosel y, tuvieran aunado a la competencia, una
cobertura menor del dosel- (Figura 2).

Los parametros estimados del modelo logistico mostraron que todas las colectas
tuvieron el mismo crecimiento. El Susceptible lleg6é a la méxima cobertura (72.6 d), sin
embargo esta diferencia no fue significativa respecto a las colectas Col 4, Col 7 y Jal. El
tiempo en el que se llegd a la maxima cobertura no mostré6 cambios entre los biotipos

(Cuadro 3).
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Figura 2. Dinamica de la cobertura del dosel (%) en germinacién natural de colectas
susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Go y Jal) a inhibidores de la ACCasa de

“alpistillo” (Phalaris minor) en siembra monoespecifica y en mezcla S:R (50:50) de
acuerdo al diagrama de De Witt (1969).
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Cuadro 3. Estimadores del modelo logistico por la cobertura del dosel de colectas
susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Go y Jal) a inhibidores de la ACCasa de
“alpistillo” (Phalaris minor) sembradas en series de reemplazo (De Witt, 1969). a=tiempo
(d) a la maxima cobertura; XO=tiempo en que se alcanza el 50% de cobertura;
b=pendiente alrededor del 50% de cobertura

Sus Col 4 Col 7 Gto Jal
a 72.6 a 62.46 a 51.45 ab 17.76 b 68.2 a
b 9.63 ab 9.45 ab 12.14 ab 5.32b 14.82 a
Xo 53.57 a 63.7 a 71.76 a 459 a 68.85 a

En el segundo experimento, donde la germinacién fue inducida para que la
competencia iniciara simultdneamente, los valores de la cobertura vegetal fue similar en
el S, Col. 4 y Gto cuando crecieron en siembras monoespecificas; mientras que Col 7 y
Jal fue inferior estadisticamente. En la siembra 50:50, la cobertura en el Col 4 fue
inferior a la del S en monoespecifa; mientras que la cobertura del Gtoy S,y Col 7y S

fue similar a la de los R en monoespecifica (Figura 3).
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Figura 3. Dinamica de la cobertura del dosel (%) en germinacién sincronizada de
colectas susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Go y Jal) a inhibidores de la ACCasa

de “alpistillo” (Phalaris minor) en siembra monoespecifica y en mezcla S:R (50:50) de
acuerdo al diagrama de De Witt (1969).

114



Comparando las Figura 2 y 3 se observa que la competencia fue mas intensa entre los
biotipos respecto a lo observado en condiciones de germinacién natural. Lo anterior
puede corroborarse con el cambio de ajuste, del modelo sigmoidal al modelo lineal.
Bajo iguales la condicion de germinacion inducida todos los biotipos se mostraron
igualmente competitivos, incluso las mezclas S:R tuvieron un comportamiento similar a
las colectas en monocultivo. Las colectas Col 7 y Jal fueron las que tuvieron sus valores

de pendiente mas bajos respecto a los otros biotipos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Estimadores del modelo lineal de la cobertura del dosel de colectas
susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Go y Jal) a inhibidores de la ACCasa de
“alpistillo” (Phalaris minor) sembradas en series de reemplazo (De Witt, 1960).

Sus Col 4 Col 7 Gto Jal
a 1.56 a 1.58 a 0.99c 1.50 ab 1.06 bc
b -8.96 ab -7.90 ab -0.18 a -7.41 ab -10.46 b

indices para evaluar la competencia

Agresividad. Los indices de agresividad en todos los casos fueron menores de uno, lo
cual indica que la suma de los valores de la “biomasa” del S en monoespecifica y en
mezcla fue superior a la suma de los valores de la “biomasa” del R en monoespecifica y
en mezcla. En el primer experimento la agresividad de Col 4, 7 y Jal fueron iguales
estadisticamente y mayores que Gto. En el experimento dos no se observaron
diferencias estadisticas entre los R. Sin embargo, al comparar los experimentos 1y 2 se

observa que en el experimento dos hubo un incremento en la agresividad (Cuadro 5).
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Cuadro 5. indice de Agresividad e intensidad de competencia entre colectas
susceptibles y resistentes (Col 4, Col 7, Go y Jal) a inhibidores de la ACCasa de
“alpistillo” (Phalaris minor) sembradas en series de reemplazo (De Witt, 1969).

Biotipos Agresividad Intensidad de competencia
1°" exp. 2do exp. 1% exp. 2do exp.
Col 4 0.52 a 0.53a 1.34 a 2.18b
Col 7 0.69 a 0.58 a 0.56 a 3.37b
Gto 0.29 b 0.58 a 161la 1.97b
Jal 0.32 a 0.30 a 1.08 a 156b

Intensidad de competencia

A diferencia de lo observado en la agresividad, la intensidad de competencia tuvo
diferencias significativas entre los experimentos. La intensidad de competencia con
respecto al susceptible fue menor cuando se dej6 que las plantas germinaran
naturalmente. Al igual que lo observado en la cobertura del dosel, las plantas que
iniciaron su ciclo en el mismo momento tuvieron tasas de crecimiento similares al Sy es

por ello que incrementaron su competencia.

Productividad relativa de las colectas bajo competencia

La productividad relativa de materia seca correspondiente al primer experimento se
muestra en la Figura 4. La productividad de las colectas R: Col 4, Col 7 y Gto bajo
competencia con el S tuvieron una productividad mayor de la esperada (0.5). La colecta
Jal fue la Gnica en la que la competencia no incrementd el crecimiento, reduciendo su
productividad relativa hasta 0.3. En las colectas Col 4 y Gto, la productividad total de la

mezcla con el S super6 a su productividad en monocultivo. Es importante mencionar
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que se esta tratando como productividad relativa, por lo que encontrar productividades
mayores con respecto al susceptible no significa una acumulacién mayor de biomasa
absoluta, en términos absolutos el S fue el que presentd la acumulacion mayor de
materia seca.

En el segundo experimento en el que la competencia inici6 simultaneamente, se
observé una reduccion generalizada en la productividad de todas las mezclas. Todos
los biotipos disminuyeron su productividad esperada por el efecto de la competencia.
Sin embargo, el biotipo S tiene la mayor aptitud para la competencia que los biotipos
Col 4 Col 7 y Gto porque su productividad relativa estuvo mas cercana al 0.5 mientras
gue para los biotipos resistentes, la competencia redujo la productividad (Figura 5). En

ningun caso se observo que la suma de las productividades estuviera por arriba de 1.
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DISCUSION

Germinacién en condiciones de laboratorio

La germinacion en condiciones de laboratorio mostré6 que la colecta S tuvo mayor
aptitud para germinar debido al porcentaje elevado de germinacion ademas, presentd
una velocidad mayor de germinacion con respecto a las colectas R. Estas diferencias
fueron corroboradas por las pruebas Logrank y Wilcoxon en el andlisis de tiempos de
falla. La latencia primaria al parecer es la Unica causa de la no germinacién ya que la
prueba de cloruro de tetrazolio realizada a las semillas no germinadas, indicé que todas
eran viables al momento de la prueba. Ademas, las semillas fueron obtenidas en
condiciones de invernadero y los efectos de latencia secundaria o deterioro fueron
eliminados, ya que se seleccionaron semillas normales para dicha prueba (Arnold et al.,
1992; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Valleriani y Tielb6rger, 2006).

En algunas especies la resistencia a herbicidas esta asociada con un incremento de la
velocidad y porcentaje de germinacién como en Avena fatua L. resistente a difenzoquat
(ODonovan et al., 1999), A. fatua resistente a diclofop (Scursoni et al., 1999), S. nigrum
L. resistente a triazina (Kremer y Lotz, 1998) y Lactuca serriola L. resistente a
sulfonylurea (Alcocer-Ruthling et al., 1992), entre otros. Por el contrario, el incremento
de la latencia en individuos R a inhibidores de la ACCasa ha sido reportada en Lolium
rigidum y L. multiflorum incluso en poblaciones que tienen diferentes mecanismos de
resistencia como mutacién en el sitio de accién o resistencia metabdlica (Vila-Aiub et
al., 2005, 2005b; Gundel et al, 2008). Recientemente, Owen et al. (2011) han
encontrado que en cerca de 14 millones de hectareas de cultivo en Australia la

resistencia causd un incremento en la latencia, incluyendo algunos sitios donde las
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poblaciones evolucionaron independientemente a la resistencia.

En las colectas estudiadas se han encontrado diversos costos en las semillas R como:
incremento de la latencia, reduccién de la longevidad, menor velocidad y porcentaje de
germinacion (Capitulo 3). Las diferencias en la germinacion de estas colectas se han
relacionado con una reduccion en el tamafio del embrion que genera que las colectas R
requieran de un tiempo mayor de maduracion del embrion para poder romper las
cubiertas seminales (latencia morfo-fisioldégica). Lo anterior ocasiona que su
germinacion en los cultivos se retrase (Forbis et al., 2002) reduciendo el vigor y la
resistencia al deterioro de las semillas (Lépez-Castafieda et al., 1996).

Ademas de la reduccién del embridén pueden existir otras causas para el incremento de
la latencia en las colectas R. Rees (1994) menciona que los ambientes impredecibles
favorecen el incremento de la latencia. Este argumento puede aplicarse a las
condiciones que ocurren en un campo de cultivo. Mortimer (1997) y Owen et al. (2011),
proponen que el retraso en la germinacion puede estar relacionado con una forma de
escape hacia las labores de cultivo (independientemente de la resistencia a herbicidas),
lo cual dard una ventaja a los individuos que germinen posterior a la aplicacion de
escardas y herbicidas. Sin embargo, esta caracteristica muestra un costo fisioldgico,
pero se desconoce si tendria un costo en la aptitud ecologica para competir por el
establecimiento en una situacion libre de seleccion. Por tal motivo fue necesario
establecer el experimento de competencia para conocer si este retraso tiene un costo

sobre las poblaciones R bajo condiciones no selectivas.

Competencia por luz
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La competencia por la captacion de luz se modific6 cuando se cambiaron las
condiciones iniciales de competencia. Uno de los cambios mas notorios fue la duracién
del experimento, mientras que el primero tuvo una duracion cercana a los 120 d, en el
segundo su duracién se redujo a 70 d en alcanzar la mayor cobertura posible. Ademas
el cambio de ajuste de modelo en la cobertura (de sigmoidal a lineal) sugiere que en el
segundo experimento la competencia fue mucho més intensa por haberse encontrado
todos los individuos compitiendo desde el inicio del experimento.

Los cambios en los modelos de crecimiento se han observado en funcion del inicio de la
competencia (Knezevic y Horak, 1998; Uscanga-Mortera et al., 2006). Wiederholt y
Stoltenberg (1996, 1996b) encontraron una relacién lineal en el incremento de la
produccion de biomasa y de area foliar en biotipos de Digitaria sanguinalis y Setaria
faberi S 'y R a inhibidores de la ACCasa. Sin embargo, los datos en ese estudio fueron
ajustados mediante la funcion Ln. Los datos aqui presentados son las observaciones
originales sin ninguna modificacion.

La dinamica de la cobertura en el primer experimento estuvo influenciada por la
velocidad de la germinacién que cada colecta presenta. No obstante, en las colectas
estudiadas se han observado que éstas presentan diferentes tasas de crecimiento. En
estudios donde se ha evaluado el crecimiento de estas colectas en condiciones de
invernadero y en siembra individual, las colectas 7 y Jal expresan un vigor y produccién
de biomasa elevada. Por el contrario la colecta Gto, muestra un crecimiento precoz con
acumulacion de biomasa baja, lo que la convierte en una poblacién poco competitiva
por la cobertura del dosel para la captacion de luz (Capitulo 4).

Las diferencias observadas en las tasas de crecimiento pudieran ser una adaptacion
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para la competencia en los campos de cultivo. En la prueba de germinacion de
laboratorio y en otros atributos de calidad de la semilla, la colecta Jal mostré tener
severos costos por la resistencia. Para contrarrestar su deficiencia en la germinacion
incrementd su tasa de crecimiento y por ello su competencia por el dosel no se vio tan
afectada como lo sucedido en la colecta Gto. Resultados similares han sido encontrado
en Leptochloa chinensis donde la competencia con el arroz incrementd
significativamente la altura de las plantas (Chauhan y Johnson, 2011).

El segundo experimento corrobord que bajo las mismas condiciones de competencia
inicial, todos los biotipos pueden ser igualmente exitosos en la competencia por la
ocupacion del dosel y dificiimente podrian ser desplazados por el S. Wiederholt y
Stoltenberg (1996, 1996b) en un estudio similar de competencia, no encontraron
diferencias en la competencia entre Digitaria sanguinalis y Setaria faberi. Sin embargo,
el inicio de los tratamientos ocurrié al mismo tiempo, y como se ha observado en este
estudio y los estudios de Vila-Aiub et al. (2005b) y Gundel et al. (2008) la resistencia
esta asociada con el incremento de la latencia. Por lo que unos de los costos que
pueden tener los individuos R es en la competencia por el establecimiento y la

competencia por la luz.

indices para evaluar la competencia

Los indices para evaluar la competencia mostraron tendencias distintas en los dos
experimentos. La agresividad no fue afectada por el tiempo de la germinacion. Las
diferencias en la agresividad de la colecta Gto se debié a que en el primer experimento

se observd un retraso notable en la germinacion, lo que redujo significativamente la
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competencia y por lo tanto, su agresividad contra el susceptible. La agresividad con la
cual compite una especie con otra es un factor que esta establecido por la fisiologia de
cada planta, es por ello que la relacion de competencia no cambi6 entre las colectas
resistentes. Bagavathiannan et al. (2011) comparando la agresividad de biotipos de
Echinochloa crus-galli susceptibles y resistentes a propanil y clomazone, obtuvo que el
indice de agresividad es similar entre los Sy R.

Sin embargo, al contrario de lo que ocurri6 con la agresividad, la intensidad de
competencia se incrementd en todas las colectas en funcion de la germinacion. El
indice de intensidad de competencia se incremento significativamente en cada colecta
R cuando la competencia inicid simultaneamente. El incremento de la latencia a causa
de la resistencia pudiera ser uno de los principales factores que ocasionarian el
desplazamiento de los individuos R en las poblaciones. Hasta el momento no se ha
encontrado en la literatura algun trabajo que relacione la intensidad de competencia

entre colectas S y R en funcion del inicio de la competencia.

Productividad relativa de las colectas bajo competencia

La materia seca relativa es una estimacion de la productividad que puede alcanzar un
organismo respecto a si mismo en condiciones de siembra monoespecifica y en
mezcla. En algunos casos la productividad de los biotipos R se increment6 con respecto
al susceptible, pero esto no significa que los R hayan superado en la competencia al S.
En términos absolutos el S fue el de mayor acumulacién de materia seca y mayor
competencia por el dosel.

Los resultados mostraron que en el primer experimento las colectas R incrementaron la
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productividad relativa esperada (0.5). Esto pudo ser un efecto de compensacion o
ahilamiento para la competencia por la cobertura del dosel, porque al momento de
germinar, se encontraban en desventaja con respecto al S. En algunas malezas se ha
observado que muestran una compensacion en el crecimiento por efecto de la
competencia. Ludwigia hyssopifolia tiene la capacidad de incrementar su biomasa para
reducir los efectos de la competencia con el cultivo de arroz (Chauhan et al., 2011).

La colecta Jal fue la Unica en la que la competencia no estimulé el crecimiento. Esto
puede significar que ésta colecta tiene una menor plasticidad para la competencia. En
Amaranthus rudis Sauer, se ha observado que no tiene la capacidad de responder
competitivamente cuando la germinacion ocurre retrasada, disminuyendo su biomasa y
namero de semillas en competencia con maiz y soya (Uscanga-Mortera et al., 2007).

En la mayoria de estudios de competencia entre poblaciones S y R han establecido a
las series de reemplazo de De Witt como método de comparacion de competencia. Sin
embargo, la mayoria de ocasiones no se han encontrado diferencias en su
productividad y competencia. Las diferencias en la germinacion pocas veces se han
estudiado como etapa decisiva en la competencia. Las observaciones encontradas por
Vila-Aiub et al. (2005), Gundel et al. (2008) y Owen et al. (2011) sobre el incremento de
la latencia en gramineas resistentes a inhibidores de la ACCasa puede causar que los
biotipos R sean desplazados por los S en la competencia por la luz. Estos resultados
unidos a los estudios realizados en las semillas en donde se ha encontrado que éstas
llegan a tener una reduccion de la longevidad, latencia mayor, porcentaje y velocidad de
germinacion menor (Capitulo 3) y en su crecimiento (fenologia, acumulacién de

biomasa y fecundidad) pueden ser factores que produzcan un desplazamiento de estos
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individuos R dentro de las poblaciones.
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DISCUSION GENERAL
Las colectas de Phalaris minor resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa
presentaron diferencias en las etapas del ciclo biolégico (germinacion, fenologia,
acumulacion de biomasa y fecundidad) con respecto al susceptible. Las diferencias
encontradas fueron debidas a la evolucién hacia la resistencia a herbicidas. Esta
evolucion fue causada por una mutaciébn no sinénima en el sitio de accion. Sin
embargo, aunque las poblaciones estudiadas se ubican en zonas cercanas, el analisis
de las secuencias del gen de la ACCasa mostré que todas las colectas evolucionaron
independientemente hacia la resistencia porque la mutacion que ocasiono el cambio en
el aminoacido se encuentra en diferente posicién en cada colecta.
La intensa presion de seleccion que ejercen los herbicidas ocasiona que la evolucion
hacia la resistencia sea un proceso relativamente rapido y pueda presentarse en areas
geograficas cercanas (Linhart y Grant, 1996; Powles y Yu, 2010). Se ha documentado
gue las poblaciones de Alopecurus myosuroides resistentes a herbicidas inhibidores de
la ACCasa presentes en Europa tienen origenes evolutivos distintos, debido
principalmente a las diferencias en seleccion que se ejercen en los campos de cultivo
(Délye et al., 2004, 2010).
El proceso de seleccion al cual han estado expuestas las poblaciones de P. minor ha
afectado principalmente al gen que codifica para la ACCasa. Mientras que en la region
del gen PsbA no se encontrd variacion entre las poblaciones, lo que sugiere que este
gen no esta involucrado en factores de manejo y adaptacion a diferentes micro
ambientes.

La diversidad genética de las poblaciones fue variable, mientras que las colectas Col 4
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y Gto mostraron la mayor diversidad de nucleétidos, la colecta Jal presentd la menor
diversidad respecto al susceptible. De acuerdo a la prueba de Tajima (1989) las
colectas Col 4 y Gto tuvieron en el pasado un cuello de botella poblacional, pero éstas
se han empezado a diversificar nuevamente (Fowler y Whitlock, 1999). En el caso de
Jal la prueba indic6 que recientemente han pasado por un proceso de seleccion intenso
y por ello su diversidad genética es baja.

La reduccion de la variabilidad genética se ha propuesto como una de las causas de la
reduccion de la aptitud competitiva en los individuos R (Christoffers, 1999). Ademas de
la reduccién en la variabilidad genética, es posible que el cambio en la secuencia del
gen de la ACCasa produjera efectos pleiotropicos que modificaran la funcion de la
proteina. Dicho cambio puede alterar el metabolismo de la planta reduciendo la
produccion de biomasa, fecundidad y calidad fisiolégica de la semilla (Gundel et al.,
2008; Mechari et al., 2008).

En la etapa de semilla, se observd que las semillas de las colectas R tienen menor
velocidad y porcentaje de germinacion, ademas de requerir de un tiempo mayor de
estratificacion para superar la latencia. Lo anterior estuvo relacionado con la
disminucion de la proporcion que tiene el embrion con la semilla. Las colectas R que
requirieron de mas tiempo para superar la latencia, fueron las que presentaron la menor
proporcién embrion:semilla (Forbis et al., 2002). Esto causé que los individuos tuvieran
vigor bajo y longevidad menor. Lo anterior puede considerarse como un costo por la
evolucion hacia la resistencia, que representaria una desventaja en la permanencia en
el banco de semillas del suelo por la longevidad baja y en la germinacion en la estacion

de crecimiento (Vila-Aiub et al., 2005; Gundel et al., 2008).
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Durante el ciclo biolégico se encontraron diferencias en la fenologia, acumulacion de
biomasa y produccion de semillas entre los biotipos R respecto al S. Las colectas Col 4
y Gto fueron precoces, con poca acumulacion de biomasa y bajo peso de semillas. Por
el contrario, dos biotipos fueron de lento crecimiento, pero de mayor acumulacién de
biomasa respecto al S. En todas las colectas se observd una reduccién en la
fecundidad (nimero de semillas por planta) con respecto al S.

Los costos fisiologicos observados en la aptitud de las colectas R, podrian ocasionar el
desplazamiento bajo condiciones no selectivas. Sin embargo, fue necesario establecer
estudios de competencia en series de reemplazo para determinar si las caracteristicas
de germinacion retrasada y baja acumulacién de biomasa son determinantes en la
competencia.

Los resultados de los experimentos en series de reemplazo mostraron que la
caracteristica de germinacion retrasada que tienen los individuos R es determinante en
la competencia inicial por la luz. Cuando la germinacion ocurre de manera simultanea
no se observan diferencias en la competencia. Wiederholt y Stoltenberg (1996, 1996b)
no encuentran diferencias en la competencia entre individuos S y R de Digitaria
sanguinalis y Setaria faberi, sin embargo el estudio fue realizado bajo germinacion
simultanea.

Neve (2007) y Neve et al. (2009) han cuestionado las comparaciones realizadas entre
colectas provenientes de diferentes zonas para la determinacién de la aptitud. Basados
principalmente en las diferencias del fondo genético y a las diferentes presiones de
seleccion a las que han estado expuestas las poblaciones. Sin embargo, los resultados
obtenidos mostraron que incluso poblaciones que evolucionaron independientemente,
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solo variaron en el gen que confiere resistencia a la ACCasa, ademas de que la pérdida
de la aptitud competitiva fue generalizada en todas las colectas R.

En base a las evidencias obtenidas desde nivel genético, fisioldgico, ecoldgico y
evolutivo es posible concluir que la resistencia a herbicidas que inhiben la sintesis de la
ACCasa causa una reduccion de la aptitud competitiva en los organismos y que es
posible que en el momento que el factor de seleccion se retire de las poblaciones, se
revierta la dominancia y las poblaciones regresen a un estado susceptible (Maxwell et
al, 1990). En la Region del Bajio, en el caso de P. minor después de retirar el factor de
seleccion, las poblaciones susceptibles han vuelto a dominar (Tafoya 2011,

Comunicacion personal).
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo a los resultados obtenidos de los estudios realizados acerca de las
diferencias en la aptitud de las poblaciones resistentes de P. minor se concluye que: las
poblaciones de Phalaris minor resistentes a herbicidas inhibidores de la ACCasa tienen
origenes evolutivos distintos y se encuentran bajo una presion de seleccion sobre el
gen de la ACCasa. En el ciclo biolégico se encontré que las semillas de los individuos
resistentes presentan menor porcentaje y velocidad de germinacion, requieren de
mayor tiempo de estratificacion para superar la latencia y tienen menor longevidad. La
resistencia a herbicidas no modifica la acumulacion de biomasa en los individuos
resistentes, pero si causa una reduccion en la fecundidad. La caracteristica de
germinacion retrasada de los individuos resistentes es determinante en la competencia
por luz en la etapa de plantula. Por lo anterior, se predice que si el factor de seleccién
(herbicida) es retirado de las parcelas, las poblaciones de P. minor cambiardn de un

estado dominado por los resistentes a otro dominado por individuos susceptibles.
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