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FENOTIPO Y FISIOLOGIA DE PLANTAS DE MAIZ (Zea mays L.) SOMETIDAS
AL HERBICIDA MESOTRIONA

Christian Ramirez Rojas, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

La mesotriona [2- (4-metilsulfonil-2-nitrobenzonilo) 1,3-ciclohexanodiona] es uno de
los herbicidas de mayor consumo para el control de malezas durante la pre y post-
emergencia de plantas de maiz (Zea mays L.). El principio activo se une al sitio
catalitico de la enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (4-HPPD) bloqueando
indirectamente la sintesis de carotenoides y el complejo enzimatico del citocromo
P450. En el presente estudio se evaluo el efecto de la mesotriona en el fenotipo con
imagenes en RGB en las plantas de tres genotipos de maiz (Cacahuacintle, HS-2 y
Vitamaiz) en etapa vegetativa V3-V4. Las plantas se sembraron en macetas y se
mantuvieron con riego normal hasta esta etapa vegetativa, asi como control en la
nutricion. Se utilizé un disefio experimental de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones con los tratamientos siguientes: agua (control), coadyuvante, dosis
comercial de mesotriona 1X y 2X. Después de 10 dias, se tomaron imagenes en
RGB de todas las plantas y se evaluaron con el programa LemnaGrid, el cual
transformad los valores como porcentaje de pérdida de color verde que corresponden
al nivel de fitotoxicidad por el herbicida. Los resultados mostraron que el crecimiento
no fue alterado y el dafio por mesotriona en los tres genotipos solo se presento en
la dosis 2X, aunque en 1X también hubo sintomas caracteristicos del herbicida; sin

embargo, las imagenes de fluorescencia y Fv/Fm en el genotipo Cacahuacintle



mantuvo valores cercanos al control, mientras que en HS-2 y Vitamaiz
disminuyeron. Los resultados del presente estudio establecen las bases para el
fenotipeo no destructivo por imagenes en RGB del nivel de del dafio por herbicidas

en dosis respuesta.

Palabras clave: dosis, fenotipado, fitotoxicidad, maiz, mesotriona, RGB,

segmentacion de color.



PHENOTYPE AND PHYSIOLOGY OF MAIZE PLANTS (Zea mays L.) SUBJECTED TO

MESOTRIONE HERBICIDE

Christian Ramirez Rojas, M.S.

Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

Mesotrione [2-(4-methylsulfonyl-2-nitrobenzonyl) 1,3-ciclohexanedione] is one of the
most widely used herbicides for the control of weeds at both pre- and post-
emergence stages of maize (Zea mays L.) plants. The active substance binds to the
catalytic site of the enzime 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD) for
indirectly blocking the synthesis of carotenoids and the enzyme complex of
cytochrome P450. In this study the effect of mesotrione on the phenotype of plants
of maize (Cacahuacintle, HS-2 and Vitamaiz) at V3-V4 vegetative stage was
evaluated using RGB images. The plants were grown in pots and were maintained
with normal irrigation until the mentioned vegetative stage. A randomized complete
block experimental design with four replications was used with the treatments as
follows: water (control), adjuvant and commercial mesotrione dose 1X and 2X. After
10 days, images of all the plants were taken and analyzed with the LemnaGrid
software which transformed the values to percentages of green color loss that
corresponds to the level of toxicity of the herbicide. Results showed that the growth
was not altered and the damage of mesotrione in the three genotypes only appeared
with the 2X dose, although the typical symptoms of the herbicide were also present

with 1X; however, the fluorescence and Fv/Fm images in the Cacahuacintle



genotype maintained values similar to control, while in HS-2 and Vitamaiz were
diminished. Results of this study establish the bases for non-destructive phenotyping

by using RGB images on the level of damage by herbicides in dose-response.

Key words: color segmentation, dose, maize, mesotrione, phenotyping,

phytotoxicity, RGB.
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1. INTRODUCCION
El maiz (Zea mays L.) es el segundo cereal de mayor consumo en el mundo
después del trigo. Estados Unidos produce aproximadamente 41% del total a nivel
mundial, China (20%), Brasil (6%) (FAO, 2012). México aporta alrededor de 27,169
toneladas, ubicandose en el séptimo lugar con un rendimiento promedio anual de

3.8 tha! (Ruiz et al., 2019).

Las pérdidas en el rendimiento por malezas son muy variables, e incluso se
puede llegar a la pérdida total del cultivo, por lo que el uso de herbicidas resulta muy
importante. Mesotriona es un herbicida selectivo para el cultivo de maiz que controla
malezas dicotiledéneas y algunas monocotiledéneas (Ulguim et al., 2013). EI modo
de accién consiste en la inhibiciobn de la enzima 4-HPPD, lo que provoca una
interrupcion en la biosintesis de carotenoides, manifestando lesiones blanquecinas,

clorosis y finalmente necrosis (Mitchell et al., 2001).

Algunas malezas han desarrollado resistencia a este herbicida. Amaranthus
tuberculatus (var. rudis) crece como maleza en los cultivos de maiz y soya; su
control requiere dosis altas de herbicida, lo que demostr6 que esa planta ha
adquirido resistencia (Oliveira et al., 2018). Adicionalmente, se documentd que la
residualidad de mesotriona en el suelo y el agua es superior a los valores permitidos
(Martinazzo et al., 2011); por lo que, su uso no controlado representa un problema

de contaminacién al ambiente.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de las dosis 1Xy 2X de la

mesotriona en el fenotipo y fisiologia en tres cultivares de maiz: Cacahuacintle, HS-



2 y Vitamaiz. La hipdtesis es que la respuesta a la fitotoxicidad a mesotriona
depende del genotipo de maiz. El nivel de dafio ocasionado en las hojas se evalu6
con métodos de fenotipaje, como el que se centra en la eficiencia fotoquimica de
las plantas, especificamente en el rendimiento cuantico del fotosistema Il, con el
indice Fv/Fm. Estos métodos se complementan con la deteccion cuantitativa de los
cambios en variables morfoldgicas, como altura de la planta, grosor y anchura del
tallo y color de las hojas, con la plataforma de fenotipaje Scanalyzer PL (LemnaGrid
(LemnaTec, Alemania) y la camara de deteccion de la fluorescencia de la clorofila
FluorCam F-800. La informacion se analiza con el programa FluorCam7, que genera
los valores de Fv/Fm. El rendimiento cuéntico del fotosistema Il aport6 informacion
del efecto negativo de la mesotriona en las plantas de maiz en etapas vegetativas
V3-V4. Los resultados permitirdn seleccionar la dosis adecuada para el manejo del
cultivo al momento de la aplicacion del herbicida, asi como el cultivar adecuado.
Este estudio mostré que los métodos utilizados recientemente en fenotipaje por
medio de imagenes en RGB, en caracteristicas morfologicas y de segmentacion de
color por la pérdida de pigmentos fotosintéticos en las hojas y de la fluorescencia
de la clorofila (Fv/Fm) fueron adecuados para evaluar el efecto del herbicida en

maiz.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Maiz (Zeamays L.)

El maiz (Zea mays L.) es una especie monocotileddnea que perteneciente a la
familia Poaceae, tribu Maydeae. Es hermafrodita y produce inflorescencias
masculinas y femeninas separadas en la misma planta; esto determina que su

polinizacion sea fundamentalmente cruzada (Asociacién Andes et al., 2019).

El teosinte o teosintle es el antecesor silvestre del maiz que dio origen al maiz
domesticado (Doebley, 1990; Paliwal, 2001). Con la domesticacion aumento la
dominancia apical y disminuy6 el numero de ramas axilares (Doebley, 1997). El
maiz se cultiva desde aproximadamente 7,000 a 10,000 afios (Hallauer y Carena,
2009). Entre las evidencias mas antiguas sobre el origen del maiz estan los restos
arqueoldgicos en México, es el caso de unas mazorcas de maiz con mas de 5,000
afos de antigiiedad. El centro primario de origen del maiz se ubica en Mesoamérica
(entre las regiones montafiosas de Guatemala y México), y el segundo centro de
diversificacion se localiza en los Andes Centrales (Tapia y Fries, 2007; Acosta,
2009). La domesticacion de las especies, y el maiz no es excepcion, depende en
parte de la seleccién por los humanos y el cultivo, lo que ha generado mas de 300

razas (Acosta, 2009).

2.1.1. Usos industriales del maiz
El 40% del maiz producido en los paises tropicales se usa como forraje para
ganado y con fin avicola (Paliwal, 2001). En contraste, el almidon de maiz tiene
diversos usos industriales. A partir del embridn se extrae aceite comestible para

humanos. Frente al azlcar y otros productos de elevado consumo, se ha



comercializado como edulcorante el denominado “jarabe de maiz” (FAO, 1993;

Paliwal, 2001).

2.1.2. Aporte nutricional
El subproducto de la extraccion de aceite u obtencion de harina de maiz,
conocido como germen de maiz, contiene aceites, azlcares y carbohidratos como
el almidén (Paliwal, 2001), que puede representar hasta 73% del peso del grano.
Otros carbohidratos presentes son azucares, como glucosa, sacarosa y fructosa, en
cantidades que varian del 1 a 3% del grano (FAO, 1993), ademas de aminoacidos

esenciales como lisina y triptéfano (FAO, 1993; Vanaclocha y Folcara, 2003).

El aceite de maiz tiene nivel bajo de acidos grasos saturados (11% de &cido
palmitico, 2% de acido estearico), nivel alto de 4cidos grasos poliinsaturados (24 %

de &cido linoleico) y un 0.7% de &acido linolénico (Sanchez, 2014).

La fibra dietética que posee el grano de maiz es el cuarto componente mas
abundante del pericarpio y la piloriza (Sanchez, 2014). La fibra insoluble esta en
mayor proporcion que la fibra soluble; los granos enteros tienen mayor cantidad de
fibra que los granos descascarados. El fosforo y el potasio son los minerales mas
abundantes del grano; ademas, contiene dos vitaminas liposolubles, la vitamina E y
la provitamina A (carotenoide). La vitamina E se localiza en el germen,
principalmente (Sanchez, 2014). La mayor parte de los carotenoides se localizan en
el endospermo duro del grano y en pequefas cantidades en el germen, también
contiene B-caroteno que representa alrededor del 20% del total de los carotenoides

del grano, y criptoxantina equivale al 51% del total de los carotenoides. Los granos



de coloracion rojiza-morada contienen principalmente antocianinas, un metabolito

que actla como antioxidante.

2.1.3. Produccién de maiz en México
Sinaloa es el lider nacional en la produccién nacional, con un volumen estimado
de 27 millones de toneladas. Jalisco ocupa el segundo lugar y en tercer lugar esta

Michoacan (Ruiz et al., 2019).

La superficie mexicana sembrada con la planta de maiz que se usa como pienso
ganadero supera las 600 mil hectareas, la mayor parte se localiza en Jalisco.
Durante 2018, una tonelada del forraje comercializada por los agricultores
jaliscienses cifrd6 5 mil 557 pesos en promedio, lo cual le reporté un ingreso de 13

mil 520 millones de pesos (Ruiz et al., 2019).

2.1.4. Fenologia de etapas vegetativas tempranas
La fenologia del maiz se divide generalmente en etapas vegetativas (designadas
por Vn) y reproductivas (designada por Rn) (Fassio et al., 1998; Viia et al., 2004)
(cuadro 1). La emergencia de la plantula es el inicio de la actividad fotosintética. Es
importante identificar correctamente estas etapas fenoldgicas, ya que, cada una de
ellas optimiza el suministro de nutrientes y mantiene condiciones favorables para su

desarrollo (Vifia et al., 2004).



Cuadro 1. Estadios vegetativos y reproductivos de una planta de maiz (Fassio et al.,

1998; OECD, 2003)

Vegetativo Reproductivo
VE emergencia RO antesis
V1 primera hoja R1 barba de choclo
V2 segunda hoja R2 ampolla
V3 tercera hoja R3 lechoso
V(n) n hoja R4 masosa
VT panojamiento R5 dentado

R6 madurez fisiologica

Etapa de germinacion y emergencia (VE)

La germinacion de la semilla y la emergencia de la plantula (VE) son esenciales
para el establecimiento del cultivo, debido a que se presenta competencia por
recursos. En maiz, la emergencia y postemergencia se define cuando el coleoptilo
(embrién) brota de la superficie del suelo durante los 5-7 dias siguientes a la siembra

(Asociacion Andes et al., 2019).

Etapa V3 (tres hojas verdaderas)

En V3, el apice del tallo se encuentra por debajo de la superficie del suelo. Ocho
dias posteriores a la emergencia, la planta presenta dos hojas y a los 12 dias tres
hojas. En esta etapa, el tallo alcanza alrededor de 15 cm de altura (Asociacion

Andes et al., 2019; Fassio et al., 1998).



Etapa V5

La etapa V5 comienza aproximadamente a los 20 dias después de la siembra.
La formacion de hojas y espigas estara completa y aparece en el extremo superior
del tallo una pequefia panoja de tamafio microscopico. La planta tiene una altura

total aproximada de 20 cm (Fassio et al., 1998).

Etapa V6

En promedio, este estado se presenta 24 dias después de la emergencia. Los
entrenudos debajo de la quinta, sexta y séptima hojas han comenzado a alargarse,
por lo que el extremo del tallo (punto de crecimiento) esté ligeramente por encima
de la superficie del suelo. El tallo comienza un periodo de elongacion rapida.
Algunos brotes de espigas o macollos son visibles. El grado de desarrollo de los
macollos variara en funcién de la variedad, la densidad de siembra, la fertilizacion y
las condiciones ambientales (Asociacion Andes et al., 2019; Fassio et al., 1998;

Hanway, 1996).

2.2. Malezas

Las malezas son plantas no deseadas por los humanos y afectan la produccion
de los cultivos, incluso los de interés comercial, compitiendo por nutrientes, espacio
y luz (Redonda-Martinez, 2020). Las malezas, para su identificacibn agronémica

practica, se clasifican en malezas de hoja ancha y malezas de hoja angosta.

La lucha contra las malas hierbas es tan larga como la historia de la agricultura.
Las malas hierbas representan colectivamente un problema agronémico global que

disminuye la produccion de cultivos en todo el mundo (Rani et al., 2020).



2.2.1. Malezas en los cultivos de maiz

Para las regiones maiceras, las malezas se presentan en comunidades
conformadas por diferentes especies, con predominio de algunas de ellas segun el
sistema de produccion. Las malezas que prevalecen son tanto de hoja ancha como
de hoja angosta (pastos principalmente). En particular, las plantulas de malezas
presentes resportadas son: Lolium multiflorum, Sonchus oleraceus, Taraxacum
officinalis, Polygonum convolvulus, Lamium amplexicaule, Brassica spp.,
Polygonum aviculare, Chenopodium album, Conyza bonariensis, Veronica persica.
Setaria spp., Estrumario de xantio, Echinochloa crus-galli, Amaranthus retroflexus,
Setaria spp., Ambrosia artemissifolia, Digitaria sanguinalis, Amaranthus rudis y

Sorghum halapense (Sutton et al., 2002).

2.2.2. Pérdidas en maiz generadas por malezas

En maiz, las pérdidas generadas por malezas son variables y existe escasa
informacion al respecto. Las pérdidas pueden ser por alteraciones directas, que se
producen por el efecto de interferencia (competencia y/o alelopatia) por las malezas
no controladas o que no responden a las practicas de control. Las pérdidas también
pueden ser indirectas, éstas son las que afectan el proceso de cosecha del cultivo,
generan disminucion del rendimiento de alrededor de 3% (Bragachini et al., 1995) y
se relacionan directamente con el tipo y densidad de maleza presente al momento
de la cosecha. Su presencia disminuye significativamente la eficiencia de las

cosechadoras al intervenir durante el proceso.



El control de malezas es necesario para los productores de maiz, ya que un mal
control puede impactar negativamente los rendimientos (Ritchburg et al., 2019). El
rendimiento en cultivos de maiz se ve afectado por otros factores, ademas de las

malezas, y las pérdidas se calculan hasta 87% (Bulegon et al., 2019).

Bedmar y Eyherabide (2002) sefialaron que la informacion experimental de 15
afios mostré que las malezas anuales (hoja ancha y angosta) pueden disminuir 65%
del rendimiento de maiz. Sin embargo, la falta de control de malezas conduce a

pérdida total.

Las arvenses son una forma especial de vegetacién altamente exitosa en
ambientes agricolas, ya que son poblaciones vegetales que crecen en ambientes
perturbados por el hombre sin haber sido sembradas. En el agroecosistema el
impacto mas critico de las arvenses es el efecto negativo sobre las plantas
cultivadas ejercido a través de la competencia por recursos limitados y las

alelopatias (Valdes, 2016).

2.3. Herbicidas

Los herbicidas son productos quimicos que alteran la fisiologia y el desarrollo de
la planta y causan su muerte. El herbicida actia en un sitio especifico y genera los
efectos secundarios y terciarios que pueden matar a la planta (Ulzurrun, 2013). Los
plaguicidas y otros productos para la proteccion de los cultivos se utilizan de
acuerdo al conocimiento de sus caracteristicas y propiedades, para obtener el
maximo provecho de su accion. EI modo de accion de un herbicida incluye la

secuencia de eventos que ocurren desde que la planta lo incorpora a sus tejidos



hasta la aparicion de sintomas de toxicidad (Ulzurrun, 2013). Dependiendo del tipo

de herbicida el mecanismo de accion incluye lo siguiente:

Selectividad: se refiere al efecto de algunos herbicidas en el metabolismo y la
fisiologia que conduce a la muerte de ciertas especies vegetales. La selectividad de
un herbicida depende de factores fisicos, quimicos, fisiolégicos o metabdlicos, por
lo que, el proceso puede ser complejo y especifico para un herbicida o grupo de

ellos (Anzalone, 2005).

Epoca de aplicacion: los herbicidas son efectivos sélo cuando se aplican en la
etapa apropiada de crecimiento de la especie vegetal, ya sea de las malezas o del
cultivo. En presiembra el herbicida es aplicado sobre el suelo y luego es incorporado
a través del laboreo; en el caso de la aplicacion en la presiembra el herbicida

permanece sobre la superficie del suelo.

Movilidad: los herbicidas se movilizan dentro de las plantas; los que se desplazan
en distancias cortas se llaman herbicidas de contacto o no translocables, ya que el
dafio que producen se expresa en un punto muy cercano al sitio de contacto con las
plantas. Estos herbicidas pueden tomar vias de movilizacion de célula a célula o
inclusive dentro de una misma célula, a través de la penetracion de las membranas
de los organelos celulares (Gauvrit, 1996). Otros herbicidas se conocen como
sistétmicos o translocables, éstos se incorporan a los sistemas propios de
movimiento de sustancias en la planta; lo que permite que se mueva desde las
raices hasta las hojas o, en sentido contrario, desde las hojas a las raices. Ademas,

estos herbicidas también se mueven en distancias cortas (Anzalone, 2005).
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Persistencia: esta caracteristica se refiere al tiempo que un herbicida permanece
activo en el suelo; también es denominada vida residual del herbicida en el suelo
(Anderson, 1983). Es decir, el efecto fitotoxico de los residuos de un herbicida
pueden presentarse en las plantas susceptibles, o debido a alguna transformacién
quimica. La persistencia de un herbicida en el suelo se define con base en: 1)
factores que delimitan su adsorcion-desadsorcion en las micelas coloidales del
suelo, 2) factores climaticos y 3) caracteristicas o factores dependientes del manejo

del cultivo (Anzalone, 2005).

2.3.1. Consumo global de herbicidas

Los paises industrializados aplican herbicidas a 85-100% de los cultivos
principales. India y la Republica Popular de China, estan entre los primeros 12
paises que comercializan herbicidas y ambos fabrican y exportan herbicidas con
patente vencida. Los precios reducidos y la produccién local estimularan el uso de
herbicidas en los paises menos desarrollados. Finney (1988) predijo que la
necesidad de la intensificacion de la agricultura, como consecuencia del crecimiento
de la poblacion, aumentara el uso de herbicidas. También indicé que entre 1985-
1987 en los EE.UU. los precios de los herbicidas cayeron debido principalmente al
incremento de la competencia por la distribucion en el mercado y al vencimiento de
patentes. Actualmente, el uso de herbicidas se ha incrementado significativamente
(Aktar et al., 2009). Sin embargo, la informacion del consumo de herbicidas en

México, que ayude a seleccionar los mas adecuados para su uso, es escasa.
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2.3.2. Consideraciones para la aplicacion de los herbicidas

La planificacion para la aplicacion de los herbicidas debe basarse en el
conocimiento de varios aspectos relacionados con las condiciones climaticas, del
suelo y del propio herbicida. Entre los términos que definen el éxito resaltan las
caracteristicas fisicas del suelo (CC: capacidad de campo, PMP: punto de marchitez
permanente y textura) y las caracteristicas fisico-quimicas del herbicida (modo de
accion, dosificacion, solubilidad, coeficiente de Gustafson y otras) (Anzalone, 2005).
El conocimiento de la cantidad de agua necesaria para aplicar los herbicidas es
indispensable, ya que ese valor esta estrechamente relacionado con la solubilidad
del herbicida, influenciada por factores como el pH, la capacidad de disociacién de

la molécula y la temperatura.

La fecha de siembra frecuentemente se condiciona por razones operativas
(oportunidad de labranzas y/o siembra, humedad y temperatura de suelo,
disponibilidad de insumos) o estratégicas (escape a adversidades climaticas o
biolégicas, rotaciones, oportunidad de mercados, rentabilidad de la explotacion).
Las condiciones climéticas a la hora de aplicar el herbicida también pueden tener

efecto en el herbicida aplicado.

El desarrollo heterogéneo del cultivo frecuentemente dificulta la aplicaciéon de los
herbicidas. Una causa que conduce a la heterogeneidad del crecimiento es la
siembra con maquinas sembradoras por la distribucién de las semillas, con
velocidades excesivas de siembra, con distribucion irregular en el surco y variacion
en la profundidad de siembra. Esto ultimo provoca heterogeneidad en la emergencia

y desarrollo inicial de las plantas. En estas condiciones, la aplicacién de herbicida
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en pre-emergencia causa afectos por los retrasos en la emergencia. Por lo que, el
empleo de semilla de alto vigor, asegura el logro de la densidad deseada y
uniformidad del cultivo, especialmente en siembras tempranas en las que
frecuentemente ocurren temperaturas bajas para la germinacion y las primeras

etapas de crecimiento de las plantulas (Padilla y Otegui, 2005).

2.3.3. Absorcion, translocacion y metabolismo del herbicida
Las plantas absorben o incorporan a los herbicidas a través de las hojas, tallo,

raices, rizomas, bulbos u otras estructuras.

Dinelli y Catizone (2001) plantearon que existen dos procesos que definen la
entrada de los herbicidas a los tejidos no subterrdneos de las plantas: 1) la retencién
por los tejidos y 2) la penetracion a las células, para lo cual, el herbicida cruza

paredes celulares y membranas.

Otro factor que determina la retencién de los herbicidas en las hojas es la
composicién quimica del producto y el uso de coadyuvantes. Los coadyuvantes son
productos que afectan las propiedades fisicas de la mezcla aplicada y pueden
actuar como emulsificantes, agentes humectantes, adherentes, antiespumantes,

amortiguadores de pH y activadores de superficie (Miller y Westra, 1998).

2.3.4. Detoxificacién de herbicidas en plantas
El metabolismo de los herbicidas en las plantas esta definido como el conjunto
de reacciones quimicas que modifican a los herbicidas después de entrar a la planta

y que cambian sus caracteristicas fisico-quimicas iniciales (Anzalone, 2010).
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En general, los organismos que metabolizan los compuestos toxicos disminuyen
su capacidad téxica, lo aislan o expulsan. A este proceso comunmente se le
denomina “detoxificacion”. Las reacciones metabdlicas de los herbicidas en las
plantas incluyen procesos que generan la activacion de ciertos compuestos
inicialmente no téxicos (llamados “proherbicidas”) y su transformacién a formas

toxicas (Asthon y Crafts, 1973; Monaco et al., 2002).

La mayoria de las moléculas de herbicidas son translocadas al citoplasma a
través de transportadores de membrana (Hess, 1985; Briskin, 1994; Sterling, 1994;
Riechers et al.,1998). La metabolizacion y la detoxificacion de los herbicidas ocurre
en cuatro fases (Kreuz et al., 1996; Li et al., 1997). En la fase | (activacion), se
produce la exposicion o introduccion de grupos funcionales a través de reacciones,
gue normalmente incluye hidrdlisis, oxidacién o reduccion, con lo que las moléculas
de los herbicidas estén activas para las enzimas que van actuar en las siguientes
fases (Kreuz et al., 1996; Coleman et al., 1997; Eerd, 2003). En la fase I
(conjugacidn), el herbicida activado es conjugado por medio de moléculas hidrofilas
endogenas (Lamoureux et al., 1991; Riechers et al., 1998), aminoacidos y proteinas
(Kreuz et al., 1996; Coleman et al., 1997; Hatzios, 1997; Eerd, 2003). En la fase Il
(eliminacion), el conjugado se transloca en la vacuola o excretada por el apoplasto,
a traves de transportadores ABC (ATP-binding cassette) y/o secundario (antiportes
y simporter), impulsado por bombas de protones V-ATPasa y H* -PPasa (Martinoia
etal., 1993; Hatzios, 1997; Eerd, 2003). En la fase IV (procesamiento), los productos
conjugados que fueron transportados son hidrolizados o degradados (Sandermann,

1992; Kreuz et al., 1996; Coleman et al., 1997).
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2.3.5. Herbicidas utilizados en maiz
Los herbicidas empleados en el cultivo de maiz se eligen de acuerdo a las
necesidades y estrategia de cultivo. Los efectos de los herbicidas generalmente
ocurren entre los 7 a 15 dias después de su aplicacion (Rossi y Senigagliesi, 1985;
Rossi et al., 1984). En el cultivo de maiz, la mayoria de los herbicidas se aplican en
etapas iniciales cuando las malezas se han desarrollado poco (dos a cuatro hojas).
Entre los herbicidas recomendados para el control de malezas en maiz se

encuentran los siguientes:

Atrazina es uno de los de mayor uso, es un inhibidor del fotosistema Il (PSll), se
ha utilizado durante méas de 60 afios desde su descubrimiento en 1958. La atrazina
controla malezas de hoja ancha como Xanthium strumarium L., Ambrosia
artemisiifolia L., especies de Amaranthus y otras monocotiledoneas (Richburg et al.,

2019).

S-metolacloro es un herbicida que inhibe la sintesis de acidos grasos de cadena
larga y controla el crecimiento de gramineas anuales y las malezas de hoja ancha

y porte bajo (Clewis et al., 2006).

Nicosulfuron es un herbicida de la clase de las sulfonilureas y se recomienda para
el control postemergentes de malezas dicotileddneas. Los herbicidas en este grupo
inhiben la acetolactato sintasa (ALS); esta es la primera enzima en la ruta de la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, como valina, leucina e isoleucina.
Asi, estos herbicidas interrumpen la sintesis de proteinas, lo que conduce a la

inhibicién de la division celular y crecimiento de las plantas (Cavalieri et al., 2012).
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El uso continuo de un mismo herbicida durante afios puede crear resistencia en
las plantas de las malezas contra ese herbicida que reducen la eficacia del producto,
por lo que el uso alternado de otros herbicidas o mezclas evita el desarrollo de

resistencia (Kebede, 2017).

2.4. Mesotriona

La mesotriona [2-(4-metilsulfonil-2-nitrobenzoilo) 1,3-ciclohexanediona] es otro
herbicida usado ampliamente en el cultivo de maiz. Este compuesto es de la familia
guimica de las triketonas, que se han investigado en el ambito agroquimico y la
proteccion de cultivos durante afios (Beaudegnies et al., 2009). La formula quimica
de la mesotriona es C14H13NO7S y su peso molecular es 339.32 g mol?; su
solubilidad en agua es moderada: 160 mg L (a 20 °C), y es altamente soluble en
acetona, acetato de etilo, tolueno y xileno (PPDB, 2014). La mesotriona se utiliza
sola o combinada con otros herbicidas en pre o post-emergencia para controlar
malezas de hoja ancha en cultivos de maiz de todo el mundo (Sullivan et al., 2002;
Xu et al., 2019), incluyendo el Amaranthus retroflexus L., Chenopodium album L.,
Xanthium strumarium L., Polygonum persicaria Mill. y Ambrosia trifida L. También
se utiliza para controlar algunas especies de gramineas, entre ellas Digitaria
sanguinalis L., Scop. y Echinochloa crus-galli L. Beauv. (Armel et al., 2003; Sullivan
et al., 2002). Por lo tanto, se requiere una gestion quimica, especialmente en el
“periodo critico” de competencia, entre la emergencia y la etapa V7 (Kozlowski,
2002), que corresponde a aproximadamente 42 dias después de la siembra
(Bulegon et al., 2019). Mesotriona fue registrado en 2001 como herbicida para el

control de la maleza de hoja ancha que se aplica en pre y postemergencia. La
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autorizacion del uso de este herbicida terminé en julio de 2016, pero la Comision
Europea renovo la aprobacién de la mesotriona hasta el 31 de mayo de 2017

(Barchanska et al., 2014).

La mesotriona puede causar hasta 35% de fitotoxicidad en las plantas de maiz
(Bulegon et al.,, 2019). La toxicidad se caracteriza por la presencia de zonas
descoloridas en las hojas nuevas. Esas zonas cloréticas cambian a necréticas con
el tiempo (Barchanska et al., 2014); todo esto interfiere en el desarrollo del cultivo
(Ogliari et al., 2014). Los sintomas descritos que provoca este herbicida en las
plantas susceptibles, desde la presencia de lesiones blanquecinas en tejido
meristematico, disminucion del crecimiento y desarrollo de necrosis ocurre en 3a 5
dias (Soltani et al., 2014). Actualmente, mesotriona es distribuido comercialmente

por la empresa Syngenta® con el nombre comercial de Callisto® 450 S.

2.4.1. Efecto fisiolégico y bioquimico de mesotriona
La mesotriona es inhibidora de la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa (4-HPPD)
(Richburg et al., 2019); esta enzima participa en la sintesis de plastoquinona (PQ),
cataliza la formacion de homogentisato a partir del 4-hidroxifenilpiruvato en una
reaccion que incluye la descarboxilacion de la cadena del 4-hidroxifenilpiruvato y
una hidroxilacién del anillo aromatico, con migracién del grupo carboximetil (Duke y

Dayan, 2001).

Las PQs son portadoras solubles de electrones entre ambos fotosistemas, PSII-
PSI, ya que, son el vinculo entre los aceptadores primarios de electrones del PSII

(QA 'y QB) y el citocromo bsf (Cyt bef). Ademas, la PQ participa en la formacion del
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gradiente de protones en los tilacoides, necesario para la sintesis de ATP en el

cloroplasto (Cramer et al., 1991; Kramer et al., 2003).

La PQ también participa en la fotoproteccién como depdsito de “secuestradores”
de oxigeno singlete (Ksas et al., 2018) y regula la transicion de estado, mediante la
union de PQ reducida (PQH2) al Cyt bsf que desencadena una sefal de transduccion
para la activacion de la cinasa del LHCII, lo que permite que las antenas del LHCII

pasen del PSIlI al PSI (Allen et al., 1981; Horton y Black, 1981; Zito et al., 1999).

Ademas, la PQ es un cofactor esencial de la fitoeno desaturasa y de la -
desaturasa de caroteno que interviene en la via de la biosintesis de carotenoides
(Xu et al., 2019) (Figura 1). La inhibicién de la enzima 4-HPPD por herbicidas como
mesotriona es irreversible, ya que se une al centro catalitico de la enzima. Al
inhibirse la formacién de la PQ durante el crecimiento de la planta, los niveles de
este compuesto se reducen, y disminuye la disponibilidad del cofactor de la fitoeno
desaturasa. Ademas de lo anterior, los niveles de tirosina, que es el precursor
inmediato del 4-hidroxifenilpiruvato, aumentan. Por lo que, los herbicidas con este
mecanismo de accion son inhibidores indirectos de la sintesis de carotenoides

(Anzalone, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Secuencia de sintesis de carotenoides y sitio de accion de mesotriona en la
sintesis de plastoquinona (recuadro rojo). (Modificado de Anzalone, 2010)

Los herbicidas que inhiben la 4-HPPD, generan sintomas y dafios entre los que
destaca el blanqueamiento (Anzalone, 2010). El efecto de blanqueo de los
inhibidores de la 4-HPPD en las plantas, parece vinculado a un contenido bajo de
PQ (Lee et al., 1997); ya que, los carotenoides son pigmentos fotoprotectores y

pueden prevenir la degradacion de la clorofila (Frank y Cogdell, 1996) (Figura 2).
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La disminucion de las concentraciones de carotenoides puede amplificar la
sensibilidad de los organismos fotosintéticos al estrés oxidativo. Ademas, los
pigmentos carotenoides especiales, como las xantofilas, participan en la disipacién
del exceso de energia a través del ciclo de las xantofilas (Yamamoto, 1979; Allorent
et al., 2013). El estrés por alta luminosidad oxida la violaxantina a anteraxantina y
finalmente en zeaxantina. Estas modificaciones producen cambios
conformacionales del complejo de captacion de luz del PSII (LHCII), que disipan el
exceso de energia en forma de calor; lo que permite reducir la fotoinhibicién

(Demmig-Adams y Adams, 1992).

Carbon fixin Gu
T reactions ¥ </

PSII Cyt bgf PSI ATP synthase

Figura 2. Esquema de la membrana tilacoidal y afectacion del herbicida a nivel de
fotosintesis. El cuadro naranja indica dafio a nivel de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y
clorofila b), ademas la eficiencia cuantica del PSIl a través de la fluorescencia; el cuadro
rojo sefiala el modo de accion de mesotriona involucrando la sintesis de plastoquinona.
Cortesia de J. Nield (Imperial Collage London).
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2.4.2. Resistencia de maiz a mesotrionay a otros herbicidas

En América del Norte y Europa, la resistencia de malezas en el cultivo de maiz
se ha convertido en un factor particularmente para dos clases de herbicidas, las
triazinas y los inhibidores de la ALS. Los cultivos de maiz en los EE. UU. y Europa
estan infestados por diversas gramineas anuales de verano y malezas de hoja
ancha. Los biotipos de malezas Sonchus oleracea L. y Xanthum strumarium L. son
resistentes a herbicidas inhibidores de la ALS que se aplican a los cultivos de maiz;
en combinaciones con mesotriona se obtuvo un control significativo respecto a
aplicaciones de los herbicidas aislados. En otras pruebas con mezclas de
mesotriona y triazina mostraron un control sinérgico efectivo para las malezas:
Amaranthus retroflexus, Chenopodium spp. y Solanum spp; que son resistentes a

triazina (Sutton et al., 2002).

Recientemente, una de las malezas que ha desarrollado resistencia a herbicidas
de la familia de las triketonas (mesotriona, tembotriona y topramezona), que inhiben
la enzima 4-HPPD, es Amaranthus tuberculatus (var. rudis), presente en cultivos de

maiz (Olivera et al., 2018).

El maiz es tolerante a la mesotriona a través de una reaccion de hidroxilacion,
catalizada por la actividad P450, en combinacion con una absorcion mas lenta en
relacion con las malezas sensibles y una forma menos sensible de la enzima 4-

HPPD en pastos en relacion con dicotiledoneas (Ma et al., 2013).

2.4.3. Contaminacion de mesotriona en el ambiente
El aumento de la productividad a menudo se obtiene con métodos que alteran el

ambiente, principalmente debido al manejo inadecuado del suelo y al uso masivo
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de agroquimicos. Segun las caracteristicas fisico-quimicas del herbicida y del suelo,
ademas de las condiciones del suelo y clima, los herbicidas pueden o no degradarse
durante el ciclo de cultivo. El periodo de permanencia de estos compuestos en el
suelo depende de la lixiviacion, el potencial de adsorcion, su transformacion quimica

y degradacion biologica (Mendes et al., 2015).

Mesotriona tiene un efecto favorable en el ambiente y su perfil toxicoldgico con
una toxicidad relativamente baja para mamiferos, aves y especies acuaticas
(Sullivan et al., 2002). Sin embargo, se ha demostrado el riesgo alto de que
mesotriona tiene potencial de contaminacion de las aguas subterraneas y el riesgo
potencial intermedio de contaminacion de las aguas superficiales (Martinazzo et al.,

2011).

Estudios realizados en Ontario, Canada, demostraron que la remolacha (Beta
vulgaris L.), lechuga (Lactuca sativa L.), pepino (Cucumis sativus L.), frijol
(Phaseolus vulgaris L.), guisante (Pisum sativum L.) y soya (Glycine max L.) son
especies bioindicadoras, eficaces para detectar residuos de mesotriona en suelo

con 5% de arcilla, en campo e invernadero (Riddle et al., 2013).

2.5. Cultivares de maices seleccionados para evaluacion del efecto de
mesotriona
2.5.1. Cacahuacintle
Cacahuacintle es una raza de maiz de grano grande y harinoso, predomina el
grano blanco, aunque también puede presentar coloraciones rosas o azules. Los
cultivares de esta raza se cultivan principalmente en los valles altos centrales del

pais, en gran parte de los estados de México, Ciudad de México, Tlaxcala y algunas

22



zonas templadas de Puebla, en partes altas y con temperaturas bajas (Wellhausen
et al., 1951). Por sus hojas péndulas (caidas) tolera las granizadas, caracteristica

que también se presenta en otras razas del grupo Coénico (CONABIO, 2010).

El grano de maiz Cacahuacintle se consume como elote y usa para preparar
pozole, pinole, atole, galletitas y harina. Dada su calidad de grano, el kilogramo de

este adquiere valores mayores al maiz blanco comun (Wellhausen et al., 1951).

2.5.2. HS-2
El HS-2 es un hibrido trilineal, desarrollado en el area de mejoramiento y control
de calidad genética de la orientacion académica en Produccion de Semillas del

Colegio de Postgraduados (Carballo-Carballo & Regalado-Lopez, 2016).

El cv. HS-2 es un hibrido con potencial productivo para grano y forraje, es
resistente al acame y hasta el momento no ha presentado el problema de la
enfermedad conocida como carbén de la espiga producido por Sporisorium
reilianum f. sp. zeae (Kuhn). De acuerdo con resultados comerciales de lotes
ubicados en el Estado de México, Hidalgo, Puebla y Tlaxcala, su rendimiento
promedio de grano con manejo adecuado es de 12 ton ha'l; aunque su potencial es
de 15 ton ha? en condiciones éptimas de manejo (Cueto-Wong et al., 2006). El
grano presenta calidad para nixtamalizacion y elaboracion de tortilla. La produccion
de forraje verde es de 90 ton ha? (30 ton ha' de materia seca y 1.9 ton ha' de
proteina) (Carballo-Carballo & Regalado-Lopez, 2016). Las zonas de adaptacion del
cv. HS-2 son los Valles Altos Centrales de la Republica Mexicana como el Valle de
México, y los Valles de Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y Ciudad de México (Cueto-Wong

et al., 2006).
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2.5.3. Vitamaiz
Vitamaiz es un cultivar mejorado de maiz azul, desarrollado en el Departamento
de Ingenieria Genética del Cinvestav, Unidad Irapuato. Este cultivar conjuga las
propiedades nutracéuticas de los maices criollos azules con las caracteristicas
agronoémicas y fenotipicas de variedades denominadas variedades élite (Cubedo,

2016).

El proceso que se ha llevado a cabo para la obtencién de las nuevas variedades
de maiz azul ha sido mediante procedimientos tradicionales de mejoramiento. Para
esto, se emplearon cruzas entre variedades de maiz azul criollo, asi como su alto
contenido de antocianinas en el grano con lineas de maices blancos y amarillos del
CIMMYT, seleccionadas por sus propiedades agrondmicas y nutracéuticas

(Cubedo, 2016).

2.6. Fenotipeo

El fenotipeo moderno, se define como el conjunto de métodos no invasivos con
tecnologias digitales que provee informacion esencial sobre la interaccion genotipo
con el medio, usados con propdsitos de mejoramiento genético y/o de analisis de
alteraciones visuales en plantas (Costa et al., 2019). Estos métodos permiten
evaluar un numero mayor de plantas en menos tiempo que los métodos
tradicionales, ademas las plantas no se destruyen (Chen et al., 2014). La cantidad
de informacion que se genera permite calificar estas caracterizaciones como
fenotipeo de alto rendimiento, o en inglés High throughput Phenotyping. El interés
por el uso de dichos métodos se basa en las caracteristicas de las plantas con algun

tipo de estrés y su respuesta variada al ambiente (como cambios en la
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pigmentacién) relacionadas con su fisiologia, morfologia y forma. Las velocidades
de los cambios son determinados mediante el analisis de protocolos conocidos
como fenotipaje o Phenotyping, los cuales define la interaccion del genotipo con el
ambiente: G x A = F, donde G es el genotipo, A el ambiente y F el fenotipo

(Tuberosa, 2012) y analizados en alto nUmero de datos.

2.6.1. Caracteristicas de sensores y softwares usados en fenotipeo

Las bases de datos generados forman parte de las tecnologias del “Omics”, con
las siguientes caracteristicas: 1) uso de plataformas de fenotipaje adaptadas para
obtener imagenes con longitudes de ondas del espectro visible (VIS) e infrarrojo
(IR), con sensores para cuantificar la fluorescencia (FLUO). En conjunto, se obtiene
informacion de caracteres morfolégicas y de segmentacion de color que a simple
vista no se detectan y con gran nimero de copias (Kwon et al., 2015; Singh et al.,
2015). Ademas de la captura de cientos de imagenes con los diferentes sensores
con diversas longitudes de onda, la extraccion de caracteres fenotipicos requiere
programas de coOmputo especializados, disefiados para generar datos cuantitativos
en la medicion de altura, espesor, anchura y cambios de color (Padilla-Chacon et

al., 2019).

Entre los programas que se han disefiado para la extraccion de caracteres morfo
fisiol6gicos resaltan los simples y que no es necesario conocimiento avanzado en
programacion, este es el caso de PlantCV (Gehan et al., 2017), OpenStart
(Haselimashhhadi et al., 2020), Phenotiki (Minervini et al., 2017). Ademas, de
programas disefiados por compariias que fabrican las plataformas de fenotipaje con

los programas integrados como la compafiia alemana LemnaTec® que ofrece el
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programa LemnaGrid y Photosystem Instrument® de la compafiia de la Republica

Checa.

2.6.2. Andlisis de imagenes por segmentacion de color
El andlisis de segmentacion de color con programas que separan los colores de
una imagen en RGB, es una de las herramientas Utiles para evaluar el dafio en
tejidos con pigmentacién como hojas, tallos, flores y frutos (Hartmann et al., 2011).
Estos analisis se han utilizado en investigacion (Araus et al., 2012). Los resultados
permiten diagnosticar con precision los cabios ocasionados por el ambiente o

patdgenos en las plantas.

2.6.3. Fenotipeo en maiz
Actualmente, existe investigacion para analizar el fenotipo como respuesta de la
interaccion genotipo x ambiente (Tuberosa, 2012). Existen evaluaciones en maiz en
respuesta al estrés abibtico (Masuka et al., 2012), en relacion con variacion genética
en respuesta al ambiente (Muraya et al., 2017) con hojas con céamaras
hiperespectrales (Ma et al., 2013), acumulacion de biomasa (Chen et al., 2014) y en

sistemas remotos para el analisis (Liebisch et al., 2015).

La fluorescencia es un fendmeno foto-fisico de las moléculas de clorofila, que
permite estudiar la funcion del fotosistema Il (PSIl) durante el transporte electronico
en la fotosintesis y la sensibilidad del PSIlI al dafio que puede sufrir por efecto de
diferentes estreses, y las consecuencias que esto tiene en el proceso global de la

fotosintesis (Fiorani y Schurr, 2013).
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La deteccion de la fluorescencia permite evaluar los dafios en el aparato
fotosintético a nivel de la eficiencia cuantica del fotosistema Il (Fiorani y Schurr,
2013). Recientemente, se han desarrollado cAmaras que cuentan con sensores a la
longitud de onda de absorcion de la fluorescencia, que permite evaluar las
afectaciones causadas en la fotosintesis debido al estrés bidtico y abidtico. Las
investigaciones de fluorescencia en hojas de maiz son escasas, Cardona et al.
(2015) evaluaron los cambios en la fluorescencia de la clorofila a en hojas de maiz
debidos al dafio por la infeccion del hongo Stenoscaperla macrospora.
Adicionalmente, en plantulas de varias especies, entre ellas maiz se evalug el efecto

de la exposicion a bisfenol A en la fluorescencia de la clorofila (Zhing et al., 2015).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, el éxito del control quimico en las malezas, en forma selectiva,
radica en el proceder que tienen los herbicidas en cambiar el metabolismo de las
malezas, de tal manera que impidan su crecimiento y desarrollo, sin afectar a los
cultivos. Todo herbicida actta sobre alguno de los procesos fisiologicos de la planta.
Sin embargo, muchas veces los herbicidas dafian en cierto grado a las plantas
cultivadas, afectando el desarrollo y crecimiento e incluso el rendimiento final. Sin
embargo, existe poca informacion sobre el efecto de los herbicidas en las plantas
cultivadas, por lo que resulta necesario evaluar los efectos de herbicidas y el
impacto en diversos genotipos con el propdésito de poseer conocimiento del manejo

adecuado y evitar uso excesivo que podria afectar el ambiente.

Determinar la tolerancia o susceptibilidad de estos herbicidas en cultivares de
maiz para realizar algun tipo de mejoramiento genético, tomando en cuenta las
dosis y los mecanismos de aplicacion, podria disminuir el uso de estos agroquimicos
y ser una gran aportacion al medio ambiente, asi como disminuir los costos de
produccion. Con el uso y aplicacion de nuevas tecnologias de fenotipaje aportara a

la solucion a problemas en el manejo de malezas en maiz.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de dos concentraciones del herbicida mesotriona en el fenotipo

y fisiologia de plantas de maiz (Cacahuacintle, HS-2 y Vitamaiz) en la etapa V3-V4.

4.1.1. Objetivos particulares

e Determinar los cambios morfo fisiolégicos y fenotipo en plantas de maiz
tratadas con mesotriona por medio de imagenes digitales en RGB.

e Cuantificar en imagenes digitales el porcentaje de dafio en hojas de plantas
de maiz expuestas a la mesotriona en color verde (saludable) y amarillo
(senescencia).

e Determinar el dafio de la mesotriona sobre la eficiencia fotoquimica del PSII

representados en imagenes de fluorescencia y valores Fv/Fm.
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5. HIPOTESIS
La mesotriona es un herbicida que altera componentes esenciales para la
fotosintesis, por lo que su efecto en el fenotipo y fisiologia de las plantas de maiz

difiere significativamente entre cultivares.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biologico

Para esta investigacion se evaluaron los cultivares de maiz: Cacahuacintle, HS-
2 y Vitamaiz E3E4. Los cultivares Cacahuacintle y HS-2 los dono el Posgrado de
Recursos Genéticos y Productividad del Colegio de Postgraduados. El cultivar
Vitamaiz E3E4 lo dono el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav), Unidad Irapuato.

6.2. Sitio experimental

La investigacion se realiz6 en instalaciones del Programa de Posgrado en
Botanica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. México (Valles Altos,
entre 19° 29 Ny 98° 53’ O y 2,250 m de altitud), en condiciones de invernadero con

una temperatura promedio de 28 °C durante los meses de marzo - junio del 2020.

6.3. Evaluacion en la etapa vegetativa V3-V4 y disefio experimental

Semillas de los tres cultivares se sembraron en macetas de plastico de 1.2 kg de
capacidad, con turba vegetal (PRO-MIX®). En cada maceta se mantuvo una planta
con riego a capacidad de campo hasta la etapa V3 o tercera hoja expuesta. Cada
maceta se fertilizo al inicio de la formacion de la primera hoja y asi cada ocho dias

hasta la etapa V3 con una solucion nutritiva de Steiner (Steiner, 1984).

Las plantas se distribuyeron en un disefio experimental en blogues completos al
azar con un arreglo factorial (A x B), donde el primer factor (A) representa al
herbicida mesotriona (Callisto® 480 SC, Suiza) y el segundo factor (B) a los tres
cultivares de maiz. Los tratamientos estuvieron representados por los cultivares y

dosis de mesotriona, mas dos controles (agua y coadyuvante). El factor A tiene tres
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niveles, que representan el tratamiento con coadyuvante, y los tratamientos a dosis
1X y 2X. El factor B representa tres niveles, que son los cultivares; y como
tratamientos adicionales fueron tres, un control con agua para cada cultivar. La
unidad experimental fue una planta en una maceta y cuatro repeticiones por

tratamiento.

Las diluciones se prepararon de acuerdo con las instrucciones del fabricante, 1
mL de mesotriona + 1 mL de coadyuvante, que corresponde a 1X o0 80 g de i.a. hal
y el doble para la concentracion 2X. Ambas concentraciones se mezclaron a un
volumen final de 1 L (v/v). Los tratamientos, con coadyuvante y las dosis de
mesotriona se aplicaron utilizando un pulverizador de alta presion para plantas
(Lalatech®) con una boquilla de abanico XR 11003 (Teejet®, EE.UU.) calibrado para
liberar un volumen de 1.5L1 en aspersién a una presiéon de 2.5-3 bar y a una altura

constante de 40 cm.

6.4. Variables del fenotipo
6.4.1. Estimacion de biomasa digital, altura y area foliar

El fenotipo de las plantas se evalud con el sistema de adquisicion de imagenes
Scanalyzer PL (LemnaTec). Cada planta, en su maceta, se colocé en la cabina de
la plataforma iluminada con lamparas de luz blanca, se obtuvieron imagenes con la
camara superior (top view) y lateral (side view) en la region visible del espectro,
RGB (400-700 nm). Las imagenes se obtuvieron diez dias después de la aplicacion
del herbicida (tiempo 1). La resolucion de las camaras (Baster AG, Ahresburg
Germany) permitio obtener imagenes con 1628 x 1236 pixeles y 4.4 x 4.4 ym por

pixel. Las imagenes fueron en total 192, que se exportaron al programa LemnaGrid.
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El analisis inicial separé las imagenes del primer plano y del fondo (foreground y
background) las vistas superior y lateral. En cada imagen se calculd
cuantitativamente la biomasa digital, que correspondi6 al volumen por pixel y es una
aproximacion de la biomasa fresca de la planta. Las otras variables obtenidas de
las imagenes se identificaron como; &rea proyectada por mm?, envolvente convexa
o convex hull area por su nombre en inglés, que se refiere al area que cubre la
planta en circunferencia tomada desde los puntos extremos (cm?), longitud de la
pinza o caliper length que se refiere a la longitud en linea recta desde los puntos
extremos de la planta (mm) y compactacion o compactness es un espacio ocupado
por los extremos de las hojas, esta ultima calculada como el cuadrado que forma el

borde de la planta dividido entre el area proyectada (Jansen et al., 2009).

6.4.2. Segmentacién de color
El programa LemnaGrid se utilizdé para determinar el verdor de las plantas, que
permite cuantificar sintomas como clorosis y necrosis en las laminas foliares con las
imagenes con vista superior. El programa separo las imagenes con base en el color,
esto resultd en imagenes binarias, con lo que se determind la senescencia de las
hojas, cuantificada por la segmentacion de color, mediante la eliminacion del fondo
categorizando el color verde (tejido fotosintético) y amarillo (tejido con efectos del

herbicida).

6.5. Peso seco del vastago
Después de obtener las imagenes de las plantas, las mismas se cosecharon, se

colocaron en bolsas de papel y se mantuvieron a 70 °C por 72 horas, en una estufa
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de secado con aire forzado (Blue M®) hasta alcanzar un peso constante. El peso

seco se registré en una balanza digital (Scientech®, EE.UU.).

6.6. Variables fisioldgicas

6.6.1. Eficiencia fotosintética del fotosistema ll

La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (PSIl) se determiné mediante la
fluorescencia de la clorofila. Los resultados se expresaron como Fv/Fm, donde Fv
es la fluorescencia variable (Fm-FO), Fm la fluorescencia maxima y FO la
fluorescencia inicial. La diferencia entre la fluorescencia generada con el primer
estimulo de luz y la méxima estimulacion con luz, es la fluorescencia emitida cuando
los electrones son ocupados en la fotosintesis por “cantidad” de luz absorbida.

Al finalizar la toma de imagenes con el Scanalyzer en el tiempo uno, se obtuvieron
fragmentos de 16 cm? de la parte central de la hoja o de la que mostrara
decoloracion. En esos fragmentos se determiné la eficiencia fotosintética maxima
del fotosistema Il (Figura 3). Para esto, los fragmentos de hoja se mantuvieron en
oscuridad por 30 min en una camara cerrada (PhotoSystem Instruments Open
FluorCam FC-800, Republica Checa); la fluorescencia se determiné con el
programa FluorCam (version 6), configurado para una lectura con la curva Kaustky
y pulsos de luz constante. Los valores de FO y Fm se obtuvieron junto con las

imagenes con la fluorescencia de las hojas.
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Figura 3. Hojas de los cultivares Cacahuacintle, HS-2 y Vitamaiz en etapa vegetativa V3-
V4 a los diez dias después de la aplicacion del herbicida mesotriona. Control (C),
coadyuvante (A) y dosis 1X y 2X. Los recuadros rojos indican la zona recortada para el
analisis de eficiencia cuantica del fotosistema Il en el equipo FluorCam F-800. Barra
representa 4 cm.
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6.7. Analisis estadistico
Se realizé andlisis de varianza, y comparacion multiple de medias, utilizando la
prueba de Tukey (P < 0.05). Se utilizaron los softwares Minitab® 19 y SAS® 13. Las

figuras se procesaron en GraphPad Prism8.
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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis de imagenes

El efecto de mesotriona en los tres cultivares, se evalud con la plataforma de
fenotipeo y el programa LemnaGrid en 384 imagenes adquiridas en vistas superior
y lateral. Inicialmente, la separacion del fondo o “foreground” y “"background” se
realiz6 en una imagen original (Figura 4 a-e), transformadas a escala de grises
(Figura 4 b-f), y posteriormente en imagenes binarias en blanco y negro (figura 4 c-
0), la cual se segmentaron en trazos (Figura d-h) que finalmente completo el andlisis
de las variables morfologicas en area proyectada (area), envolvente convexa,

compactacion, longitud de la pinza (Figura 4 i-j).

37



lateral

Vista

superior

Figura 4. Imagenes tomadas en vista lateral y superior de plantas de maiz a los diez dias
de la aplicacibn de la mesotriona y procesadas para la obtencion de parametros

morfolégicos por el programa LemnaGrid. A) area proyectada, B) envolvente convexa, C)
compactacion, D) longitud de la pinza. La barra representa 3 cm.
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7.2. Variables morfolégicas

En el analisis cualitativo de las variables morfologicas en vista lateral y superior,
no presentaron diferencias significativas en las dosis 1X y 2X de mesotriona (Figura
5), lo que demostré que el herbicida no afecto el desarrollo y crecimiento en los tres
cultivares. Sin embargo, en vista lateral, se observaron diferencias entre cultivares
independientemente de los tratamientos, es decir, Cacahuacintle fue superior 10-
15% a HS-2 y Vitamaiz en las variables de area proyectada, envolvente convexa y
longitud de la pinza, mientras que en la variable de compactacion, Vitamaiz fue 15%
mayor con respecto a Cacahuacintle y HS-2 (Figura 5). En vista superior, no se
observaron diferencias significativas en las variables de area proyectada,
envolvente convexa y longitud de la pinza, excepto en compactacion que, de
acuerdo al analisis estadistico, HS-2 y Vitamaiz, su crecimiento fue menor entre 5-

7 % comparado con el cultivar Cacahuacintle (Figura 5).
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Figura 5. Variables morfolégicas de plantas de maiz: a) area proyectada, b) compactacion,
c) envolvente convexa y d) longitud de la pinza; obtenidos con camara lateral y superior: C)
control, A) coadyuvante y dosis 1X y 2X de mesotriona. Las cajas azules corresponden al
cultivar Cacahuacintle, parpuras a HS-2 y rosas a Vitamaiz.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P
> 0.05. Los grupos con * son significativamente iguales
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7.3. Peso en biomasa seca

Los pesos secos de las plantas validaron los resultados obtenidos en las imagenes
al no mostrar diferencias significativas en la biomasa seca entre los tratamientos.
Respecto a las diferencias de biomasa entre cultivares, se encontré que
Cacahuacintle y HS-2 fueron similares con un peso de entre 0.5 g a 0.7 g, pero
diferentes a Vitamaiz con peso menor a 0.5 g (Figura 6). Dicha diferencia confirmé
el resultado determinado para la variable de compactacion en vista superior, en el
cual el cultivar Vitamaiz fue 5-10% mas compacto en comparacion con los dos

cultivares (Figura 5).
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Figura 6. Pesos en biomasa seca de tres cultivares de maiz: Cacahuacintle, HS-2 y
Vitamaiz, bajo el efecto del herbicida mesotriona a los diez dias después de la aplicacién
en cuatro tratamientos: agua (C), coadyuvante (A), dosis comercial recomendada (1X) y
doble de dosis (2X).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, P
> 0.05. Los grupos con un * son significativamente iguales.
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7.4. Segmentacion de color

A partir de las imagenes en vista superior, se evalud, con el programa LemnaGrid,
la pérdida de color verde por el efecto de mesotriona, el analisis se realizé
segmentando la imagen en color verde (saludable) y amarillo (clorosis) en
porcentaje (Figura 7). Los resultados mostraron que la pérdida de color verde en los
tres genotipos fue del 10-15% con la dosis 1X de mesotriona en la lamina de la hoja.
Al aumentar la dosis a 2X, los sintomas de pérdida de color verde se observaron
con mayor variabilidad en los cultivares Cacahuacintle y HS-2 con la pérdida del

30% de color verde, mientras que Vitamaiz fue del 20% (Figura 7B).
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Figura 7. A. Ejemplo de imagines tomadas en vista superior de los cultivares Cacahuacintle,
HS-2 y Vitamaiz a los diez dias después de la aplicacion de los tratamientos: A) Agua, C)
coadyuvante y las dosis a 1X y 2X de mesotriona. B. Imagenes en vista superior analizadas
en el programa LemnaGrid; i) imagen original, ii) variables morfol6gicas vy iii) segmentacion
de color. C. Grafica del porcentaje de color verde de los tres cultivares. La barra representa
3cm.
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Debido a que las imagenes en vista superior, donde las hojas jévenes cubren a
las inferiores, se evalud con el programa LemnaGrid el nivel de dafio de la
mesotriona en la tercera hoja con el haz expuesto (Figura 8). Los resultados
mostraron que la perdida de color verde en ambas dosis de mesotriona fue 40-50%
en los tres genotipos. Sin embargo, en el analisis de segmentacion se mostro que
la mitad de la hoja a partir de la base la pérdida de color verde fue del 60%-75%
(Figura 8), mientras que en la parte superior la pérdida de color verde fue 15-30% a
lo largo de la lamina (Figura 8) en algunas zonas con dafio. Este resultado sugiere
que la distribucion del herbicida en el interior de tejido predomina de la base hacia

el apice sin seguir un patron definido.
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Figura 8. (Izquierda) Ejemplo de la vista superior de hojas analizadas a los diez dias
después de la aplicaciéon de los tratamientos: A) Agua, C) coadyuvante y las dosis a 1X y
2X de mesotriona. (Derecha) Andlisis de las hojas en porcentaje de color verde y amarillo
con el programa LemnaGrid. La barra corresponde a 4 cm. Las lineas punteadas
representan la separacion de la lamina en parte basal y parte apical con los porcentajes de
color verde (V) y amarillo (A).
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7.5. Indice Fv/Fm

Los resultados cualitativos de (Fv/Fm) en imagenes de fluorescencia (Figura 9A)
de los tres cultivares mostraron que en condiciones control (agua y coadyuvante),
el color rojo predomind en la mayor parte del tejido con valores de Fv/Fm igual a
0.8. (Figura 9A). En las imagenes de los tres cultivares a dosis 1X, el color rojo
disminuy6 y cambiéo a amarillo-verde que de acuerdo con la escala de color
representa valores de Fv/IFm entre 0.6-0.7. Sin embargo, pudo detectarse
diferencias en la proporcién de color amarillo y verde entre los tres cultivares. HS-
2 disminuyo el color amarillo casi en su totalidad cambiando a verde, mientras que
en los cultivar Cacahuacintle y Vitamaiz el color se mantuvo en algunas regiones de
la hoja. En la dosis a 2X, los fragmentos de las hojas mantuvieron las mismas
diferencias que a la dosis 1X, incluso con ligero aumento del color amarillo. Estos
resultados fueron validados cuantitativamente con el programa FluorCam7 (Figura
9B). Los promedios de Fv/Fm indicaron que no hubo diferencias significativas en el
cultivar Cacahuacintle en las dosis 1X y 2X con respecto a los controles, este
resultado coincide con el color amarillo en las imagenes (Fv/Fm = 0.7). En contraste,
en los cultivares HS-2 y Vitamaiz se observo disminucion de los valores de Fv/Fm
entre 0.6-0.7 dado que en las imagenes el color amarillo tuvo menos intensidad de

color (Figura 9B).
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Figura 9. A. Imagenes de fluorescencia de la clorofila a en fragmentos de la tercera hoja
de planta de maiz de los tres cultivares (Cacahuacintle, HS-2 y Vitamaiz) en condiciones
control (C), coadyuvante (A), 1X y 2X de mesotriona. La barra representa la escala de color
mostrando la eficiencia cuantica del fotosistema Il (Fv/Fm) en valores de 0 a 1.0. B.
Promedio (te.e) del rendimiento cuantico de fotosistema Il (Fv/Fm) de los fragmentos de
hoja.

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (Tukey, P

> 0.05. Los grupos con un * son significativamente iguales.
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8. DISCUSION

El fenotipeo es una herramienta que a través de imagenes adquiridas con
sensores de longitudes de onda en el rango visible (RGB), fluorescencia (FLUO) e
infrarrojo (INFRA) permiten evaluar los cambios morfo fisiolégicos en respuesta al
estrés bidtico y abidtico de forma rapida, no invasiva y en niamero de plantas que
puede llegar a miles con diferentes condiciones ambientales (Li et al., 2014). Las
imagenes adquiridas se almacenan en Gigabytes de memoria que se procesan con
algoritmos o programas que miden o cuantifican variables morfologicas en valores
numericos (Feng et al., 2018; Rousseau et al., 2013). Entre los programas que se
han disefiado para la extraccidn se encuentran: CVPlant (Gehan et al., 2017),
OpenStart (Haselimashhadi et al.,, 2020), Phenotiki (Minervini et al., 2017) y
LemnaGrid (Klukas et al., 2016).

En el presente estudio se evaluo el efecto de la mesotriona en plantas de maiz
con imagenes en RGB y fluorescencia, las cuales fueron analizadas con los
programas LemnaGrid y FLuorCam7 respectivamente. Ambos programas han sido
usados en diversos trabajos relacionados con el estrés abidtico, que demuestran
analisis practicos y confiables en indices de productividad, por ejemplo; bajo
condiciones de deficiencia de nitrégeno en dos especies de sorgo (Sorghum bicolor
y Sorghum sudanense (Piper) Stapf.) (Neilson et al., 2015), se demostré tolerancia
a bajos niveles de nitrogeno en el suelo en especies de sorgo poco estudiadas.
Adicionalmente, estudios en estrés por sequia en cebada (Hordeum vulgare L.),
Arabidopsis (Acosta-Gamboa et al., 2016) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Rosseau

et al.,, 2013; Padilla-Chacén et al., 2019) se demostré que el fenotipeo de alto
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rendimiento es una herramienta que ayudo a identificar caracteres de adaptabilidad
al estrés.

Ademés de las variables morfologicas que se obtienen con el programa
LemnaGrid resalta otro de sus usos para la cuantificacion de color, por ejemplo,
senescencia (Padilla-Chacon et al., 2019), dafio por patdégenos o el que se refiere
al caracter denominado estado de verdor o “stay green” o greenless por sus
nombres en inglés. La capacidad de un tejido para permanecer verde en
condiciones adversas es de gran importancia agrondmica dado que la fotosintesis
permanece activa por mayor tiempo y proporciona informacion sobre el estado
fisiolégico en una hoja o tejido fotosintético (Wang et al., 2016; Thomas et al., 2014;
Lopes et al., 2012). Los cambios de pigmentacidén en un tejido permiten obtener un
grupo de datos relacionados con los parametros de color que cuantifican la
capacidad fotosintética de un tejido (Yavad et al., 2010).

En el presente estudio se evaluaron cultivares con diferente almacén genético.
Los sintomas provocados por el herbicida fueron pérdida de color verde (clorosis).
Los resultados obtenidos con la plataforma Scanalyzer PL mostraron que variables
como “biomasa digital” o area proyectada, compactacion, longitud de la pinza, y
envolvente convexa, no se modificaron significativamente con dosis 1X y 2X de
mesotriona en comparacion con las plantas testigo (Figura 5). Estos resultados
fueron similares a los obtenidos por Bibi et al. (2019). Los autores no observaron
cambios en la produccion de biomasa en plantulas de maiz y durante la
germinacion, en concentraciones mayores a la recomendada para el herbicida
atrazina. En otro estudio, se compar6 el efecto de atrazina y mesotriona en

cultivares de maiz para malezas de primavera e invierno (Chenopodium album L.,
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Polygonum pensylvanicum L. y Capsella bursis-pastoris L.) (Creech et al., 2004).
Los resultados mostraron que las malezas en postemergencia no afectaron el
crecimiento del vastago de la planta de maiz. Un efecto generalizado de los
herbicidas en las plantas es la inhibicion de la sintesis de clorofilas y carotenoides,
y provocan alteraciones en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Durmus et al., 2005). Ademas, en algunos casos con incremento en los niveles de
azucares solubles y prolina (Bibi et al., 2019). En plantas de maiz, se ha demostrado
que disminuye el contenido de pigmentos fotosintéticos por efecto de algunos
herbicidas, pero se mantienen su crecimiento. Ma et al. (2013) sefialaron que el
maiz es tolerante a la mesotriona; lo que se debe a que es metabolizado
rapidamente. Es decir, la planta realiza una serie de reacciones por hidroxilacion,
catalizada por la actividad P450; ademas, esto sucede en combinaciéon con la
absorcién lenta del compuesto, comparada con la de las malezas sensibles. Otra
diferencia documentada en la respuesta al efecto de la mesotriona entre las
especies de plantas, es la presencia o expresién de una forma menos sensible de
la enzima 4-HPPD en pastos comparada con dicotiledéneas.

En plantas de maiz los mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo con
tratamientos con la citocinina benzyladenina reduce la toxicidad por el herbicida
Paraquat (Durmus et al., 2005). Actualmente, la informacion que ayude a entender
el mecanismo molecular sobre el efecto de los herbicidas es escasa. Sin embargo,
se descubrio que parte del mecanismo de detoxificacion por paraquat estimula la
cascada de sefalizacion mitdgena-activada; donde las cinasas tiene un papel
importante en la ruta de sefalizacion por estrés, la cual es mediada por acido

abscisico (ABA) asociado con MAPK y MAPKS5 (Ding et al., 2009). Los resultados
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de este trabajo indican que la defensa al estrés por la mesotriona es no dependiente
del genotipo, dado que las variables de crecimiento fueron similares (Figura 3), por
lo que se sugiere que los mecanismos de detoxificacion a herbicidas no es genotipo
dependiente.

Los resultados del verdor mostraron que las hojas apicales de los tres cultivares
no se afectaron, minimamente con ambas dosis de mesotriona; es decir, los
cambios o pérdida de color verde fue similar en estos tratamientos (Figura 7). Con
la dosis 1X no se detectd alteracidn significativa del color de las hojas apicales.
También en las hojas apicales, la dosis 2X de los tres cultivares hubo decoloracion
minima, es decir coloracion amarilla (Figura 7B).

Las imagenes mostraron que la distribucion del dafio con ambas dosis en los tres
cultivares fue cercana al 80% en la base de las hojas y hacia la seccion media
(Figura 8). El color amarillo predominé en la base, es decir en el tejido unido a la
ligula. En contraste, hacia el apice la mitad de la lamina mostr6é que a la dosis 1X
no alterd significativamente el verdor. La dosis 2X generd lineas o manchas
cloréticas, sin un patron reconocible. Estos resultados permiten sugerir que la
mesotriona tiene efecto mayor en los tejidos jovenes de la lamina (region basal) vy,
al contrario, su efecto es menor en los tejidos maduros de la lamina, localizados
entre la seccion central y hasta el apice de la lamina. Actualmente no existen
reportes sobre la distribucién del dafio por herbicidas en las laminas de plantas de
maiz, asi como el papel de las diferencias anatbmicas en la asimilacion, distribucion
y toxicidad expresadas como pérdida de color verde. Los resultados del presente
estudio mostraron que las plantas de maiz disminuyen significativamente su

capacidad fotosintética e inhiben la sintesis de pigmentos fotosintéticos en zonas
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especificas de la lamina dependientes de la edad del tejido, y el crecimiento no se
altera por efecto de la toxicidad con mesotriona.

Entre las variables de mayor uso para el fenotipeo de plantas, la fluorescencia de
la clorofila tiene ventajas porque su medicion es rapida y no invasiva (Feng et al.,
2018). En el presente estudio las imagenes en RGB y los valores de Fv/Fm
mostraron que la mesotriona no afect6 la capacidad fotosintética de los cultivares
Cacahuacintle y Vitamaiz; en contraste, el cv. HS-2 disminuyo el indice Fv/Fm. Las
diferencias en los valores de Fv/Fm por el efecto de mesotriona entre los tres
cultivares pueden deberse, en parte a los mecanismos de formacién/eliminacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en los tejidos foliares. Este aspecto se expuso
en un estudio del efecto del glifosato en plantas transgénicas de maiz tolerantes al
herbicida (Feng et al., 2018). Las imagenes de fluorescencia de la clorofila
mostraron heterogeneidad en la respuesta de las hojas al herbicida y variacion
temporal en la planta completa. Los resultados de este estudio, también mostraron
que el dafio por mesotriona varia en intensidad y entre las zonas de cada hoja; lo
que demostré el efecto mayor del herbicida en los tejidos foliares mas jovenes
(Figura 8). Los metodos utilizados en el presente estudio permiten el desarrollo de
investigaciones con mayor numero de plantas (cultivares) y productos quimicos
(herbicidas) que proporcionan informacion confiable de la susceptibilidad o

tolerancia de una especie o cultivar a este tipo de estrées.
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9. CONCLUSION

La mesotriona, en dosis 1X y 2X, provoca clorosis y sintomas caracteristicos de
toxicidad en plantas de maiz en etapa V3-V4 de desarrollo. Sin embargo, no alteran
el fenotipo ni las variables de crecimiento de las plantas de los cultivares de maiz
Cacahuacintle, HS-2 y Vitamaiz. Esto ultimo, parece resultado de la distribucién
heterogénea de los sintomas en las laminas, ya que es mayor en la base y difusa
hacia el pice. Por lo tanto, la mesotriona no afecta o afecta en menor grado la
eficiencia quimica del fotosistema Il en la parte media y apice de la hoja, lo que

permite a la planta continuar el crecimiento y desarrollo.
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