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CAPITULO 1 : INTRODUCCION



1.1. LOS CEREALES EN LA AGRICULTURA

La familia Poaceae es una de las méas importantes no s6lo por el elevado nimero
de especies que contiene, sino también por la importancia economica de algunas de

ellas. Comprende todas las especies cultivadas de cereales, clasificadas en tribus y

géneros.
Tribu Triticeae Dumort. G. Triticum L.
G. Secale L.
G. Hordeum L.
Tribu Aveneae Dumort. G. Avena L.
Tribu Oryzeae Dumort. G. Oryza L.

Tribu Andropogoneae Dumort. G. Zea L.
G. Sorghum Moench

La tribu Triticeae Dumort., contiene cuarenta y seis géneros diferentes, con 7
como mimero basico de cromosomas y se caracterizan por la presencia de una
inflorescencia en espiga con espiguillas comprimidas lateralmente con dos glumas

(Tutin et al. 1980) presentando numerosas flores fértiles por espiguilla.



Dos de las especies més importantes del género Triticum desde el punto de vista
agricola son, segin Morris and Sears (1967):
Triticum aestivum L. (conocido como trigo harinero)

Triticum turgidum L. var.durum Desf. (conocido como trigo duro)

En el género Hordeum se incluye la especie Hordeum vulgare 1. (cebada),
siendo la que mayor interes agronémico presenta. Su inflorescencia es una espiga, al
igual que en el trigo, pero presentando ésta tres espiguillas por articulacién del raquis

con una sola flor fértil por espiga.

El reciente cereal Triticale, sintesis anfiploide de Triticum x Secale, presenta un
elevado contenido de proteinas en grano lo que le confiere gran utilidad como cereal
pienso (Sdnchez Monge 1974). La primera planta hibrida se obtuvo en 1875 por
Wilson, si bien fué Rimpau en 1888 quien consiguié obtener las primeras espigas
fértiles (Gregory 1987).

Evidencias arqueoldgicas apuntan que el cultivo de los cereales se conoce desde
hace 8000 afios (Helbaek 1969). Su evolucién se hace notoria, sin embargo, a partir de
los afios 60 de nuestro siglo, coincidiendo con un mejor manejo de la agricuitura, que
se ve influenciado por la modernizacién en la mecanizacidn, el control mas eficiente

de las plagas y el uso mas racional de los fertilizantes.

Si bien estos factores no deben olvidarse, hay que considerar también el papel

relevante que han jugado los programas de mejora, implantados cientificamente en la



primera mitad del siglo XIX en Gran Bretafia, en cuanto a la obtencién de nuevas
variedades, cada vez con mejores calidades encaminadas a la mayor produccién y a la
mejor resistencia a las diferentes plagas, de tal forma que se estima que al menos Ja

mitad del incremento de su produccién se debe a su introduccién (Bingham y Lupton,
1987).

Desde el punto de vista agricola, el cultivo de los cereales constituye €l cultivo
base empleado en alimentacién (Inglett 1974), consumiéndose bajo diferentes formas
por més de 1000 millones de personas y contribuyendo, como ningun otro, al aporte
de proteinas y calorias (FAO 1970).

Los principales paises productores de cereales se localizan en zonas templadas
de ambos hemisferios, en regiones de meseta y Ilanura cuya vegetacion natural es la
pradera o la estepa. Su importancia, tanto social como econdmica, se basa en la gran
extension que ocupan, que supone el 16% de la superficie agricola 1til (Lopez-Bellido

1991), asi como en las dificuitades para establecer otro tipo de cultivos en estas zonas.

ILa Comunidad Econémica Europea cultiva del orden de 35,5 millones de
hectareas de cereales, lo que representa aproximadamente el 27,5% de la superficie

agricola 1til, siendo el trigo harinero, la cebada y el maiz los cereales prioritarios.

En cuanto a superficie cultivada, Espaiia es el segundo pais de 1a CEE después
de Francia, (7881 miles de Ha. de cereales totales), si bien somos €l cuarto pafs

productor, por detras de Francia, Alemania y el Reino Unido (ANON 1989).



1.2 LAS MALAS HIERBAS EN CEREALES

Muchos son los problemas que se presentan en el cultivo de los cereales trigo
y cebada, siendo uno de los mas importantes el producido por la presencia de malas

hierbas que compiten con el cultivo reduciendo asi su produccién.

Desde un punto de vista boténico, el término "mala hierba" no existe, sin
embargo este concepto ha sido introducido por el hombre ante la necesidad de definir
una planta que crece en un lugar no deseado, y ha sido considerado un término relativo
ya que una especie cultivada puede comportarse como mala hierba al afio siguiente,

cuando el terreno se remplaza con otro cultivo (Detroux y Gostinchar, 1965).

Han sido miiltiples las definiciones sobre este concepto a lo largo del tiempo,
asi Brenchley (1920) define el término como "plantas que crecen de forma tan
abundante que ahogan a otras que poseen mayor valor nutritivo". Bailey y Bailey
(1941) se refieren a ellas como "plantas no deseables y que merecen ser destruidas” ,
o Moore (1954) como "plantas que interfieren con la utilizacién que hace €l hombre
de un campo para su provecho". El Comité de la Sociedad Americana de Malas Hierbas
define el término como "plantas que crecen en un lugar no deseado” (Shaw 1956).
En definitiva se trata de especies vegetales que crecen en un lugar y en un momento

no adecuado para las necesidades del hombre.

Entre ias malas hierbas que invaden el cultivo de los cereales se encuentran
diferentes dicotiledéneas anuales, como algunas especies pertenecientes al género

Papaver o diferentes especies de cruciferas, como Diplotaxis muralis D.C., Raphanus



raphanistrum L. o Sinapis arvensis L. , entre otras. Este tipo de flora ha sufrido un
descenso considerable, debido a la aplicacién de herbicidas fenoxiacidos frente a los

que muestran sensibilidad.

Otras especies de dicotileddneas, poco sensibles a estos herbicidas, que invaden
los cultivos de trigo y cebada son anuales como Galium aparine L., Veronica
hederaefolia L., Matricaria chamomilla L. etc., o perennes como Convolvulus arvensis

L. o Cirsium arvense Scop.

La evolucidn de las técnicas culturales tales como laboreo, abonado, técnicas de
recoleccion etc. y en particular el empleo indiscriminado durante ahos de herbicidas
fenoxidcidos, ha provocado una inversién de la flora adventicia en estos cultivos hacia
gramineas, cuya proximidad fisiologica y morfoldgica con el cultivo dificulta atin mas

su control.

Las malas hierbas gramineas mas importantes en estos cultivos son especies de
los géneros Avena, Lolium y Phalaris, si bien los géneros Bromus y Alopecurus

también se mencionan (Garcia-Baudin, 1984).

La infestacion provocada por especies del género Avena, (avenas locas), oscila
en torno al 20% en estos cultivos, siendo ademds infestaciones muy homogéneas en
todas las zonas cerealisticas de nuestro pafs (Garcia-Baudin 1982a). La especie
predominante es Avena sterilis L., presente en cultivos de todo el territorio, estando
la especie Avena fatua L. restringida a zonas de la Regién del Duero, norte de la
Regién Central y Cataluna (Garcia-Baudin y Salto, 1979).



El género Lolium, (vallicos), le sigue en importancia, infestando alrededor del
10% de la superficie de trigos y cebadas (Garcia-Baudin 1982b). Son abundantes en
el centro y norte del pais, escaseando en los cultivos de Andalucia y La Mancha,
siendo Lolium rigidum L. la especie predominante (Lansac y Garcia-Baudin, 1982).

Las especies de Phalaris (alpistes) , que se encuentran representadas como
malas hierbas, son Phalaris brachystachys Link, Phalaris minor Retz y Phalaris

paradoxa L., si bien las dos primeras son las de mayor importancia (Garcia-Baudin
et al. 1982).

Alopecurus myosuroides Huds., (cola de zorro), adventicia en trigo y cebada, es
abundante en la zona norte de Navarra (Esparza 1983), norte de Catalufia (Garcia-

Baudin y Perez Marsa, 1982) y esporadicamente en la Regién del Duero (Garcia-
Baudin 1983).

Recientemente, especies del género Bromus (bromos) consideradas como
ruderales comienzan a estar presentes en estos cultivos, viéndose favorecida la invasion
por su ausencia de dormicion (Froud et al. 1980; Harradine 1986), asi como por la
reduccién en el laboreo, lo que le resulta ventajoso por poseer facilidad para germinar
en superficie. B.diandrus Roth., especie adventicia dominante en nuestro pais (Garcia
Baudin 1984), no es citada en estos cultivos en otros paises Europeos aunque si en
zonas tan alejadas como Sudéafrica (Wells and Stirton, 1982) o Australia (Green 1981).
Otra de las especies presentes es B.tectorum L., muy abundante en Estados Unidos

(Peeper 1984), aunque escasa en nuestro pais (Garcia-Baudin 1984).



En la actualidad el método més eficaz para el control de las malas hierbas
gramineas en cereales, es la utilizacién de herbicidas selectivos en estos cultivos,

estando registrados para su utilizacion, (Lifian 1992):

- Fenoxaprop etil y Diclofopmetil , (Fenoxipropionicos)'

- Metilflamprop e Isoflamprop , (Anilidas)

- Terbutrina, Metribuzina y Cianazina, (Triazinas)

- Trialato y Prosulfocarb, (Tiocarbamatos)

- Pendimetalina, (Nitroanilinas)

- Clortolurén, Isoproturén, Metoxurén y Metabenzotiazurén, (Derivados de la
urea)

- Imazametabenz, (Imidazolinonas)

- Nitrofeno, Bentazona, Difenzoquat y Tralkoxydin, (No clasificados)

' Clasificacién segun Kirkwood, (1987).



1.3 GENERALIDADES DE HERBICIDAS

El uso de los productos quimicos para el control de la vegetaci6n, es empleado
hace siglos. Existen citas en la historia que hacen referencia al empleo de la sal como
forma de evitar que creciera la vegetacion, que se remontan al final de la 3° Guerra
Pinica, asi como también, en algunos manuales antiguos de Agricultura, se hace

referencia a las cenizas y a los residuos de fundicién con el mismo propdsito.

Como consecuencia del avance de las Ciencias Quimicas en el siglo XIX, se
comprobé que algunos productos quimicos podian tener aplicaciones utiles en
agricultura (Robbins et al. 1955) y asi hacia 1897 investigadores como Bonnet en
Francia, Bolley en Estados Unidos y Schutz en Alemania, comprobaron en trabajos
realizados independientemente, que las soluciones de sales capricas eliminaban hierbas

de hoja ancha en cultivos de cereales sin apenas dafio para éstos.

Las soluciones de nitrato sodico, sulfato amdnico y sales de potasio, revelaron
su efecto herbicida hacia 1900 y muy pronto comenzaron a emplearse en cereales.
Bolley (1908) combatié malas hierbas en trigos con el empleo de arsenito sédico, asi
como Morettini en Italia (1915), Rabate en Francia (1926) y Korsmo en Noruega
(1932), comprobaron que las pulverizaciones con sulfato de cobre, sulfato de hierro y
acido sulfiirico, controlaban selectivamente las hierbas de hoja ancha, produciendo

aumentos en el rendimiento del cultivo que llegaron a ser del orden del 25%.

Durante el decenio 1915-1925, son otros los productos que se incorporan a la



lista para la lucha contra las malas hierbas, como son el sulfuro de carbono y el clorato
de sodio.

Puede decirse sin embargo, que la historia moderna de los herbicidas comienza
en 1941 cuando en Estados Unidos, Pokorny, comunica la sintesis quimica del acido
2,4-diclorofenoxiacético, (2,4-D), y un afio més tarde, Zimmerman y Hitchcok
describen la actividad reguladora del crecimiento en plantas con este producto
(Worthing and Phil,1979). Es a partir de este espectacular éxito cuando el nimero de

productos herbicidas crece en progresién geométrica (King 1966).

Como consecuencia de todo ello, en 1952 se fundé en Inglaterra la "Weed
Control Joint Commitee", asi como en Estados Unidos se crea la sociedad "Weed
Society of America" en el afio 56 y en 1960 aparece la "European Weed Research
Council", sociedades todas ellas encaminadas a fomentar el estudio de las malas

hierbas y sus métodos de control.

En Espaiia, con anterioridad a la introduccion del 2,4-D en el afio 1948, el uso
de productos quimicos para €l control de las malas hierbas era muy limitado, siendo el
clorato de sodio el primer herbicida inscrito en el Registro Oficial Central de Productos
y Material Fitosanitario de la Direccién General de Agricultura, el 22 de Septiembre
de 1943.

La introduccién del 2,4-D y otros herbicidas fenoxiacidos influyé
sustancialmente en la expansion de estos productos, sin embargo su empleo no se

puede considerar a gran escala hasta la década de los afios 60, sufriendo un retraso
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respecto al resto de Europa basado en factores de toda indole, entre los que se pueden
citar €l bajo coste de la mano de obra en Espafia, la mentalidad conservadora del
agricultor, asi como los basados en la dificultad de experimentacién, la diferente
climatologia, dificultad en la obtencién de los productos etc., factores que en alguna

medida se comienzan a modificar a partir de los afios 60.

Asi el gasto en productos fitosanitarios pasé a ser del orden de 3.642.000 ptas
en 1970 a 18.415.000 ptas en 1980, alcanzandose los 19.905.702 ptas en 1990 (AEPLA
1991); correspondiendo a herbicidas el 30,6% de! gasto total de fitosanitarios en el afo
1990.

En respuesta a la necesidad de un control eficiente de las poblaciones de malas
hierbas en un cultivo, surge una extensa gama de productos encaminados a tal fin, los
herbicidas, que actuando bajo condiciones determinadas de dosis , momento de
aplicacion etc., pueden ejercer su control inhibiendo o alterando el crecimiento del

vegetal, interfiriendo y malogrando su germinacion o destruyendo la planta totalmente.

Como consecuencia de la proliferacion del niimero de herbicidas existentes en
el mercado y de la gran diversidad de sus propiedades, se hace necesario establecer
sistemas de clasificacién que ofrezcan informacidon util de sus caracteristicas

principales.

Los sistemas de clasificacién encaminados a establecer grupos segin su
aplicacién agricola, resultan poco satisfactorios e incluso confusos, debido a que

muchos de los herbicidas no pueden ser incluidos en un tGnico grupo, y de agruparse
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herbicidas muy heterogéneos en cuanto a otras de sus propiedades. Asi, el sistema de
clasificacion que atiende a la estructura quimica es hoy por hoy el méas extendido a
pesar de considerarse un método clasificatorio més racional el que atendiera al modo
de accion del herbicida, sistema todavia inviable por la falta de conocimientos sobre

la bioquimica de los herbicidas en muchos de los casos.

Los principales sistemas de clasificacién son:
1. Segiin la fitotoxicidad del herbicida.

2. Segiin su forma de actuacion.

3. Segiin su via de penetracidn.

4. Segin el momento de aplicacién.

5. Segin la estructura quimica.

Los herbicidas actuan en las plantas interfiriendo una o varias funciones
fisiolégicas que aseguran su normal desarrollo. La absorcién y translocacion del
producto, son procesos fundamentales para que se alcanze el lugar donde deben actuar.
Ambos procesos van a depender de la configuracion de la molécula, de las

caracteristicas de la planta y de las condiciones medioambientales.

Dos son las principales vias de absorcion de los herbicidas:

1) Absorcién foliar- Cuando los herbicidas se aplican sobre partes verdes de la
planta. La retencién del producto por los drganos aéreos determinaré la cantidad
méaxima de herbicida susceptibie de penetrar, y ello dependera tanto de la morfologia

de la planta como de las caracterfsticas de la pulverizacion.
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Antes de alcanzar el simplasto, el herbicida tiene que atravesar cuticula, pared
y plasmalema. La cuticula es relativamente impermeable al agua, por lo que resulta
facil de ser atravesada por la mayor parte de los herbicidas que son liposolubles. Esta
difusién dependera por tanto de las caracteristicas fisico-quimicas del herbicida, asi

como de la composicién quimica de la cuticula.

El paso del herbicida a través de la pared celular requiere que éste sea
parcialmente soluble en agua , por tanto, para atravesar cuticula y pared se requiere que
el herbicida sea a la vez liposoluble e hidrosoluble. La relacién entre estas dos
propiedades se conoce como "coeficiente de reparto”; asf, si el coeficiente es alto, el
herbicida quedaré retenido en la cuticula, siendo més facil su absorcién cuando el

coeficiente disminuye.

2) Absorcién radicular- Cuando el herbicida se aplica al suelo, puede penetrar
en la semilla, por la base de los tallos o, lo que es mas frecuente, ser absorbido por la
raiz.

La raiz presenta las mismas barreras para la absorcion que las hojas, cuticula,
pared y membrana plasmaética. Sin embargo, la "banda de Caspary”, formada por las
paredes parcialmente suberificadas de la endodermis, constituye una barrera adicional.
Se han propuesto distintas vias de penetracion de los herbicidas por las raices:

1. Via Apoplasto: Parece ser la menos probable, ya que implica el paso del herbicida
a través de la pared celular y de la banda de Caspary para su entrada en el xilema.
2. Via Simplasto: El herbicida pasa al protoplasto atravesando la pared celular, llegando

al floema a través de los plasmodesmos.

3. Via Apopasto-Simplasto: Es semejante a la via simplastica, si bien e] herbicida
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después de atravesar la banda de Caspary, a través de los plasmodesmos, atraviesa la

pared celular para alcanzar el xilema.

La principal zona de absorcién en las raices estd comprendida entre 5 y 50 mm
del apice, caracterizdndose esta zona por presentar un xilema lo suficientemente
diferenciado para ser funcional y una endodermis no lo suficientemente suberificada

para suponer una seria barrera a la penetracion.

Los herbicidas, una vez absorbidos, deben translocarse para alcanzar el lugar de
accion, con la excepcion de los herbicidas de contacto como DNOC, Paraquat, Toxynil
etc., que ejercen su accion de forma muy rapida después de ser aplicados, destruyendo

las células que tocan y desorganizando los tejidos.

Los diferentes transportes observados son:

A) Por el xilema: Los herbicidas son transportados por el xilema a través del flujo de
transpiracion, acumuléndose en la periferia de las hojas en dicotiledéneas o en el 4pice
en las gramineas. Este tipo de transporte es el descrito para derivados de la urea,
triazinas y carbamatos entre otros, todas ellas moléculas liposolubles y no iénicas que
atraviesan la membrana citoplasmica de forma pasiva.

B) Por el floema: Después de su aplicacion foliar, los herbicidas se desplazan a los
meristemos apicales y hacia las hojas méas jovenes, lo que sugiere un transporte a

través del floema junto con los asimilados.

En general, el trasporte de los herbicidas dependeré de la permeabilidad de la

membrana citoplasmica, del flujo entre apoplasto y simplasto y de la posible
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inmovilizacién de los herbicidas en algun constituyente de la planta.

Puesto que los herbicidas afectan tanto a malas hierbas como a plantas de interés
agricola, es de gran importancia el conocimiento de los efectos que éstos producen
sobre los vegetales. Los herbicidas pueden interferir tanto en el metabolismo basico,
como en el secundario o intermedio (Fedtke 1982), siendo probable, como apunta
Moreland (1967), que el efecto herbicida total involucre mas de un sitio metabdlico,
y mientras a concentraciones bajas puede verse afectada una sola reaccion o una més

que otras, a altas concentraciones son muchos los procesos que se pueden modificar
(Ashton et al. 1977).

En general, los principales procesos metabdlicos que pueden verse alterados son:

Fotosintesis: Este proceso se ve alterado por mas de la mitad de las estructuras
herbicidas conocidas (Van Rensen 1982). Herbicidas tan importantes como derivados
de la urea, anilinas, triazinas, triazinonas, uracilos, piridazinonas, hidroxibenzonitrilos,
nitrofenoles y benzimidazoles, inhiben el transporte de electrones a nivel del
fotosistema II. Otros grupos como bipiridilos y el difenzoquat aceptan electrones del

fotosistema 1, interfiriendo asi en el transporte (Asthon y Craft, 1981).

Respiracién: Muchos herbicidas son capaces de inhibir o desacoplar la fosforilacién

oxidativa, siendo los més notables los fenoles y benzonitrilos (Asthon y Craft, 1981).

Crecimiento: Herbicidas como los 4cidos fenoxialcanoicos, benzoicos y picolinicos,

actian sobre el crecimiento de la planta, ejerciendo accién hormonal y provocando por
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tanto aberraciones morfologicas. Otros grupos tales como carbamatos, tiocarbamatos,
dinitroanilinas, amidas y derivados del &cido propidnico retardan o inhiben el
crecimiento de tallos y de raices, afectando procesos como la divisién celular,
inhibicidn de la elongacidn celular o inhibicién de la sintesis proteica (Asthon y Craft,
1981).

Los herbicidas en las plantas pueden sufrir transformaciones que conduzcan a
compuestos mas activos que los aplicados, o lo que es més frecuente, a compuestos
inactivos, constituyendo estas transformaciones metabdlicas una de las bases primarias
de la toxicidad selectiva de los herbicidas en diferentes especies (Gaillardon y

Gauvrit,1981).

Procesos como la degradacién de la cadena lateral, hidroxilacion del anillo
aromatico 0 conjugacion con constituyentes de la planta son frecuentes en herbicidas
fenoxialcanoicos. La conjugacién con péptidos, N-desalquilacién o hidroxilacion del
anillo aromatico son posibles en familias como las triazinas, mientras que el grupo de
los derivados de la urea presenta como vias de transformacion la desmetoxilacion,

desmetilacion, hidroxilacion o conjugacion con proteinas y péptidos (Aubrey 1976).

Los factores medioambientales juegan un importante papel en la accion de los
herbicidas. El suelo es uno de estos factores relevantes cuando €l herbicida se aplica
a través de €l para ser absorbido via radicular. La disponibilidad de herbicida en el
suelo dependera de su solubilidad, de su persistencia asi como de la pluviometria, de
la porosidad del suelo, de la adsorcidn herbicida/suelo entre otros, como también de las

practicas culturales(Garcia-Baudin y Cadahia,1987).
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El clima influye también en la disponibilidad, el transporte y la degradacion de
los herbicidas, siendo la temperatura, humedad e intensidad luminosa los mas

importantes (Garcia-Baudin y Cadahia, 1987).
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1.4. DERIVADOS DE LA UREA

Los herbicidas derivados de la urea pertenecen al grupo de herbicidas organicos

de sintesis, siendo su modo de accién primario el bloqueo del proceso fotosintético.

Comenzaron a sintetizarse en la década de los afos 50 con la aparicién del
Diuron, que debido a su potencia inhibitoria, ha hecho de él una herramienta muy itil

para fisi6logos y bioquimicos a la hora de estudiar este proceso.

Bucha y Todd (1951) describieron las propiedades herbicidas del Monurén y fue
a partir de este momento, cuando se sucedieron la sintesis de compuestos que resultan
de Ia sustitucién de 2 6 3 hidrégenos de Ia urea (RHN-CO-NR,R,) por radicales
organicos, siendo el grupo més abundante aquel que se obtiene de la sustitucién de un

radical por un grupo fenil, dando origen a las fenilureas.

La introduccién de los herbicidas objeto de nuestro estudio, metoxurdn,
clortolurén e isoproturén, se realizé en los afios 1968, 1969 y 1970, respectivamente,
(Artacho et al. 1978).

La penetracién en la planta se realiza preferentemente por via radicular,
translocandose por el xilema a través del flujo de transpiracién (Geissbiiler et al. 1975;
Asthon y Craft, 1981). No obstante, algunos de ellos presentan cierta facilidad para ser
absorbidos foliarmente (Blair 1978), alcanzando el lugar de acci6n en cantidad

suficiente para ocasionar dafios,



18

En general son compuestos de baja solubilidad en agua, con tendencia a ser
adsorbidos por la materia coloidal del suelo, lo que les confiere cierta persistencia en

el terreno, asi como una tendencia a acumularse en las capas superficiales.

Se emplean para el control de malas hierbas dicotiledéneas anuales y gramineas

en un amplio nimero de cultivos, variando su uso de un compuesto a otro.

gugar de acciéon

Como ya hemos mencionado, los derivados de la urea son, potentes inhibidores
de la fotosintesis, produciéndose dicha inhibicién por la interrupcién del transporte de
electrones a nivel del PSII (Moreland 1980), por lo que la localizacién exacta del sitio
de bloqueo ha estado extrechamente ligada a las investigaciones sobre el

funcionamiento del PSII.

En la cadena transportadora de electrones existen dos aceptores en serie
denominados Q, y Q,. Los inhibidores tipo DCMU compiten con la plastoquinona en
la captacién de un e- a nivel de Q, (Velthuys 1981). En (1982) Lavergue lo confirmd,
demostrando que la velocidad de accién del DCMU (Diurén) era maés lenta en el estado
Q,- que en el estado Q,, mediante variaciones en el rendimiento de la fluorescencia
clorofilica, evidenciandose mas tarde de manera directa por la disminucién en la

fijacion de DCMU marcado, en el estado Q-.

144!
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En 1965, Izawa y Good, evidenciaron que el DCMU se fijaba de manera
reversible al sitio de accidn, existiendo desplazamientos competitivos entre todos los

inhibidores de este tipo, sugirfendose as{ un fnico sitio de unién para todos ellos.

La aparicion de poblaciones resistentes a herbicidas del grupo de las triazinas,
en donde la falta de actividad de estas iba acompafiada de la pérdida de afinidad por
el sitio de unién, sin que la fijacién del DCMU se viera afectada, entraba en

contradicién con la capacidad de los inhibidores de desplazarse competitivamente.

Ducruet considera, en su revisién de 1991, tres tipos de explicaciones para estos
comportamientos;
1. Que existan sitios diferentes de unién sobre cadenas polipécticas diferentes, que
interaccionan fuertemente una con otra. (Dicha hipétesis estd hoy practicamente
abandonada)
2. Que existan sitios de uni6én solapados, de tal forma que haya una parte comin que
haga imposible la fijacion simultanea de dos inhibidores y una parte especifica para
cada inhibidor, susceptible de sufrir mutaciones que ocasionaran resistencias
especificas.
3. Que exista un dnico sitio de fijacién, si bien una mutacién que modifique su
geometria o la de uno de sus componentes, pueda afectar de forma distinta a ]a fijacién

de los diferentes inhibidores.

Estudios realizados con tratamiento de tripsina sobre cloroplastos, unidos a
técnicas de marcaje, han llevado a caracterizar dos polipéptidos en el sitio de unién del
herbicida, una de 32KD para los inhibidores clésicos del PSII y otra de 41 KD en el

caso de los fenoles. La proteina blanco de los herbicidas inhibidores del PSII ha sido
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identificada como una subunidad del polipéctido D-1 del PSII. Su sintesis, que depende
de un gen portado por €l DNA cloropléstico (gen psbA), es activada por la luz con un
posible papel del fitocromo ( Ducruet 1991).

La purificacién de la proteina no ha sido realizada hasta el momento, si bien
segiin Zurawsky et al. (1982), su estructura primaria, deducible de la secuencia del gen
cloroplastico, presenta una alternancia de encadenamiento de aminoacidos hidréfilos e

hidr6fobos que permiten concebir su estructura.

Las expresiones B, proteina Q,, proteina de 32KD, proteina de unién del
herbicida o proteina D1, que aparecen en la literatura, se consideran equivalentes, si

bien es la Gltima la que tiende a convertirse en regla (Ducruet 1991).

La proteina D-1 es homéloga a otra denominada D-2, que es codificada por el
gen psbD ( Rochaix et al. 1984; Alt et al. 1984). En estudios llevados a cabo con
bacteria piirpura, se ha sugerido que el polipéptide D-1 no es sélo la proteina de unién
al PSII, sino que conjuntamente con el polipéctido D-2, forman un centro de reaccion
(Deisenhofer et al.1985). Ambos polipéctidos unen el centro de reaccién P680 con dos
clorofilas monoméricas, dos feofitinas y hierro. Ademas dos plastoquinonas, Q, y Q,,

se unen respectivamente a la proteina D-2 y D-1 (Treest 1991).

Efectos producidos por herbicidas inhibidores del PSII

En plantas tratadas con este tipo de herbicidas, se observan amarilleamientos
en las venas de las hojas y sintomas necréticos en los margenes de dicotiledéneas o en

el apice de las gramineas. Ello se explica, segin Fedtke (1982), por el patrén de
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distribucion del herbicida después de su aplicacién radicular. Cuando el herbicida actiia
rapidamente y su concentracion es elevada, los sintomas se presentan en los margenes
o en el apice, donde la tasa de fotosintesis es mas elevada. Si su actuacion es lenta y

en concentracion baja, el efecto se visualiza en las venas.

Estos efectos no se producen por la carencia de hidratos de carbono en la célula,
ya que un aporie externo de estos azlcares retrasa los efectos téxicos pero no impide
el dafio cuando la hoja del vegetal es ya madura (Davis 1966). Aunque no se conoce
con exactitud el origen de tales efectos, fendmenos tales como la acumulacién de
nitritos en la planta, motivada por la imposibilidad de ser reducidos al estar bloqueada

la reducion fotosintética de l1a ferredoxina, pueden estar implicados.

El exceso de energia provocado por la interrupcion del transporte de e-, tiende
a ser disipado en parte como emision de fluorescencia. Sin embargo, otra posible via
es la cesion de la energia al oxigeno, con la consecuente formacion de oxigeno singlete,
que en condiciones normales, forma un complejo con B-carotenos (Witt 1971). En
cantidades excesivas puede llegar a oxidar é&cidos grasos, pigmentos y otros

componentes de membrana.

Igualmente la clorofila puede pasar a estado radical iniciando la cadena oxidativa
de acidos grasos, proceso que es autocatalitico, ya que éstos pueden a su vez extraer
electrones de otros acidos grasos no saturados.

El efecto de "enverdecimiento” y la "adaptacién tipo sombra" ha sido descrita

para herbicidas derivados de la urea tales como monurén (Dicks 1978),
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metabenzotiazurén (Fedtke 1979) y diurén (Meier et al. 1980) entre otros. Estos
efectos, que se conocen como " efectos fisiolgicos", son consecuencia de cambios
profundos en el metabolismo del nitrégeno y en los cloroplastos. Fedtke (1982),
propone que estos efectos se deban a respuestas reguladoras causadas por la baja tasa

de fotosintesis y la disminucién de carbohidratos, en plantas tratadas con estos
herbicidas.

Factores medioambientales gue influven en la fitotoxicidad

La temperatura posee una relacion directa con la germinacién de las semillas,
asi como con la tasa de crecimiento del vegetal, estando a su vez relacionado con la

tasa de absorcidon del herbicida.

Muzik (1976), afirmé que la transpiracién era un factor esencial para la
absorcion de herbicidas aplicados via radicular, observandose que una tasa de

transpiracion alta generalmente acarrea una absorcién elevada (Van Oorschot 1970).

Temperatura, humedad e iluminacién poseen un efecto directo sobre la presién
de vapor en la superficie de la hoja y en la apertura estomatica, influyendo por tanto

en la tasa de transpiracion.

La intensidad luminosa elevada favorece la aparicion de sintomas fitotéxicos en
plantas tratadas con estos herbicidas (Pallet y Dodge, 1980; Van Oorschot y Van

Leeuwen,1974).Consecuencia directa de ello es la mas baja dosis de aplicacion de estos
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herbicidas en paises meridionales; alcanzdndose una mayor toxicidad cuando las plantas
son iluminadas con baja intensidad de luz antes de la aplicacidn del herbicida, y alta

despues de esta (Van Oorscht y Van Leeuwen, 1974).

Principales mecanismos de degradacién de ureas en plantas

a) Desmetilacién: La pérdida de los dos grupos metil, en dos pasos sucesivos,
conduce a un metabolito didesmetilado no fitotéxico.
-N(CH,;); — -N.H.CH, — -NH,
Este es segiin Geissbiiler et al. (1975), el principal mecanismo de destoxificacion de la

mayoria de los derivados de la urea.

b) Hidroxilacién: La oxidacién de un grupo metil en un hidroxilo, conduce a

un metabolito estable no fitotdxico susceptible de conjugarse con glucésidos.

-N(CH,), — -N.CH,.CH,0H - -N.CH,.CH,-O-glucosa

c) Desmetoxilacién: La pérdida de un grupo metoxi y la oxidacion de un grupo
metil, conduce a un metabolito no fitotéxico. Esta es una ruta alternativa de

degradacién para el grupo de metoximetil-fenilureas.

-N.OCH,.CH; — -N.H.CH, — -N(H),
d) Conjugacién con proteinas y péptidos de bajo peso molecular.
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1.5.SELECTIVIDAD VARIETAL

El término Selectividad de un herbicida se refiere a su aptitud para destruir una
0 varias especies vegetales (malas hierbas) sin afectar al menos aparentemente a la
planta cultivada, siendo por tanto la cualidad indispensable que se debe exigir a un
herbicida para su empleo en Agricultura (Garcia-Baudin y Cadahia, 1987).

La Selectividad de un herbicida depende de numerosos factores que pueden
clasificarse, segiin la revisién anteriormente citada, en:
a) Factores debidos al herbicida: Donde se agrupan todos los referentes a las
caracteristicas del herbicida asi como a su modo de aplicacidn.
b) Factores debidos al ambiente: Entre los que el tipo de suelo y las condiciones
climaticas son los mas importantes.
c) Factores debidos a la planta: Donde se agrupan todos los relacionados con las
condiciones de cultivo; la penetracion, el transporte y el metabolismo de los herbicidas

en las plantas asi como su respuesta en ¢l lugar de accién.

A partir de 1947 se hacen frecuentes las referencias a una distinta respuesta
frente a un herbicida, de las diferentes razas de una especie de mala hierba o de los
diferentes cultivares de una especie cultivada. En esta linea estan los trabajos de
Albrecht (1947) en el que se cita el distinto comportamiento frente al herbicida 2,4-D
en Agrostris palustri o la diferente respuesta al dalapdn de cultivares de cafia de
azicar (Matherne y Millhollou, 1973), en acelga (Russel 1968), en lino (Stafford et al.
1968) o en maiz (Roth 1957).
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Las primeras referencias al problema de sensibilidad varietal en cereales datan
de 1952 en trabajos de campo realizados por Longchamp y col., sobre cultivares de
avena y cebada; sucediéndose los trabajos sobre otras especies de cereales como maiz
(Andersen 1964) o sorgo (Lagos y Cardenas, 1970).

A finales de la década de los sesenta se sintetizan y comercializan diversos
compuestos pertenecientes al grupo de los" derivados de la urea", enconirandose a
partir de este momento referencias en las que se describen diferentes respuestas de los
cultivares de trigo y cebada frente a estos herbicidas. En ensayos de campo ,realizando
interpretaciones visuales del efecto producido por el herbicida, podemos citar los
trabajos de Frost (1972) en cultivares de trigo y cebada con metoxurén; Green et al.
(1977) en trigos con clortolurén, isoproturén y metoxurén; Griffiths y Ummel (1970)
en trigos con metoxurén ; Lupton y Oliver (1981} en trigos con clortolurén ¢
isoproturén; Smith y Tyson (1970) en trigos y cebadas con clortolurén; Cochet et al.
(1973) en trigos con clortolurén y metoxurén; Covureur et al.(1973) en trigos con
clortolurdn; Degez et al. (1971) en trigo y cebada con clortolurén y Oliveira y Palma

(1976) en trigo con clortolurdn, entre otros.

En otros trabajos realizados en campo estimando diferentes parametros en la
evaluacidén del dafio, podemos citar a Mydlilova y Zemanek (1975) en cultivares de
trigo con clortolurén analizando la capacidad germinativa de los granos después del
tratamiento, asi como el peso de 1000 granos; Misra y Rathore (1988) en trigos con
metoxurén estima la densidad de plantas, el n°espigas/planta,longitud de la raiz y

altura de la planta asi como n° de cloroplastos por c€lula del meséfilo; Van Hiele et
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al. (1970) en trigo con clortolurén considera el peso seco de tallos y raices.

En invernadero, siguiendo una valoracion visual de los resultados, se encuentran
los trabajos de Blair et al. (1976) en cebada con metabenzotiazurén; Stanova et al.
(1979) en trigo con clortolurén o Thiede (1975) en trigo y cebada con clortolurén y
metoxurdén. Otros ensayos de invernadero se realizan mediante la estimacién de
diferentes pardmetros tales como peso seco y fresco en trigos tratados con clortolurén
y metoxurén (Banting et al. 1975), o medidas de radioactividad en trigos tratados con

metoxurén marcado (Miiller y Sanad, 1975).

En cémaras de cultivo de plantas se han realizado trabajos estimando la
inhibicién producida por el herbicida clortolurén en cultivares de trigo mediante
técnicas de fluorescencia (Leroux 1982; Cadahia et al. 1982; Sixto y Garcia-Baudin
1988) o medidas sobre el desarrollo de la planta y el metabolismo de carbohidratos en

trigos con metoxurén (Petunova 1974).

Los estudios en relacién a las diferencias de respuesta varietal en Espafia son
muy escasos, limitandose en la mayoria de los casos a pruebas de campo realizadas por
las casas que comercializan herbicidas, sobre cultivares empleados en el momento de
introducir un nuevo producto en el mercado. En esta linea estan los trabajos de Soler
(1971) y Gostinchar et al. (1971) con el herbicida metoxurén, donde se muestra segin
una estimacion visual del dafio,el comportamiento de algunos de los cultivares maés

utilizados en la época frente a este herbicida.

La respuesta de cuatro cultivares de trigo duro y doce cebadas al herbicida
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isoproturén son analizadas en ensayos de campo mediante valoracién visual de los

resultados por Cavero (1991).

Asimismo, la respuesta del cultivar de trigo blando 'Aragén 03' frente a la
accién de ciortolurén y metoxurdn, es evaluada por Garcia-Baudin (1976), en ensayos
de campo mediante la estimacién de la merma de produccion, obteniendo diferencias

significativas respecto al testigo para ambos herbicidas.

La ausencia de datos respecto a las diferencias de respuesta en triticales frente
a derivados de la urea es ain mas notoria ,tanto fuera como dentro de Espana, pudiendo
citarse el trabajo de Garcia-Baudin (1975) en donde se da a conocer la respuesta de
'Cachirulo’ frente a clortolur6n y metoxurén en ensayos realizados en campo,

observandose una disminucién significativa de la produccién cuando se aplicaron estos
herbicidas.

Busey (1976), resalta la necesidad de recomendar los herbicidas en términos de
especificidad cultivar, en base a las referencias que hace la bibliografia de este
problema. Esto es alin més necesario en nuestro pais por el desconocimiento que existe
de la respuesta de nuestros cultivares mas utilizados frente al grupo de herbicidas

derivados de la urea.

Para abordar el problema de la "Sensibilidad varietal” se hace necesario definir
términos como Susceptibilidad, Tolerancia y Resistencia, ya que son estos los tres tipos

de respuesta de las plantas hacia los herbicidas clasicamente reconocidos (Gressel 1986;



Le Baron y Gressel, 1982).

Estos autores definen Susceptibilidad como "la falta de capacidad de una planta
para soportar ¢l tratamiento herbicida". Este es un término que no origina poiémica y
que consideramos como valido a la hora de denominar la posible respuesta sensible de

los cultivares del presente trabajo.

Tolerancia y Resistencia describen ambas una" condicion por la que una planta
soporta el tratamiento herbicida” (Le Baron y Gressel, 1982). Sin embargo no existe
uniformidad o definiciones que resulten consistentes de estos términos, por lo que a
menudo se utilizan indistintamente. Tradicionalmente el término Tolerancia ha sido
utilizado, por los investigadores y técnicos que trabajan en malas hierbas, para describir
la capacidad de soportar el tratamiento herbicida pudiendo esto ser reversible si se
utiliza una dosis mayor. Esta respuesta se considera como consecuencia natural de la
variabilidad entre especies 0 grupos taxondémicos presente antes de la aplicacién del
primer herbicida (Le Baron y Gressel, 1982). El término a menudo se utiliza para
describir respuestas de los cultivos a los herbicidas que se deben a mecanismos

naturales, como pueden ser diferencias en el metabolismo (Asthon y Craft, 1981).

El término Resistencia generalmente implica el concepto de seleccion y
evolucién de un mecanismo para soportar €l herbicida, en una poblacién sometida
repetidas veces al tratamiento. Sawicki (1987) que propone que la resistencia se aplique
cuando suceda un cambio genético en respuesta a la seleccion de un producto téxico.

Sin embargo estos conceptos as{ definidos no nos resultan clarificadores.
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En el presente trabajo se denominan "cultivares tolerantes a herbicidas derivados
de la urea” a aquellos capaces de soportar el tratamiento herbicida a dosis y
condiciones medioambientales a los que otros cultivares muestran clara susceptibilidad,
pudiendo atribuirse dicha tolerancia a diferencias en la absorcion, translocacion,

inactivacién o diferente degradacién del herbicida.



OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO
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El empleo indiscriminado de herbicidas fenoxi4cidos en cultivos de cereales
ha acarreado una inversidn de la flora adventicia de estos cultivos, hacia especies

gramineas cuya proximidad taxonémica con el cultivo dificulta ain més su control.

Entre los compuestos registrados en la actualidad para su empleo en cereales,
el grupo de los derivados de la urea es uno de los de mayor importancia, ya que
ademas de ejercer un buen control sobre especies monocotiledoneas, especialmente
del género Lolium, son capaces de controlar tambien un amplio ntmero de

dicotiledOneas.

Sin embargo, son frecuentes en la bibliografia las referencias a una distinta
respuesta de los cultivares pertenecientes a las especies de Triticum y Hordeum
frente a la accion de herbicidas derivados de la urea. La ausencia de datos en
relacién al comportamiento de los principales cultivares de cereales que se siembran
en nuestro pais frente a la aplicacion de éstos herbicidas, motivé nuestro interés en

conocer estas respuestas .

Los apartados a desarrollar para la consecucién de nuestro objetivo, fueron

los siguientes:

1. Estudio de la respuesta de cincuenta y tres cultivares perienecientes a las especies
de Triticum y Hordeum, asi como de cinco triticales, frente a la accién de tres
herbicidas derivados de la urea (clortolurén, isoproturén y metoxurén). La evaluacion
del efecto en los cultivares se estim6 mediante la cinética de la fase lenta P—S de
la fluorescencia clorofilica.

Ello permiti6 ofrecer una vision general del comportamiento de los principales
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cultivares sembrados en Espafia.

2. Abordar la respuesta al herbicida clortolurén en cultivares de diferentes especies

de cereales y de dos malas hierbas gramineas asociadas a estos cultivos, a través de:

2.1. El estudio de la respuesta en planta entera mediante la estimacion de la

variable peso seco.

2.2. La determinacion de la actividad fotosintética mediante la evaluacion de

la fase rapida I—+P de la fluorescencia clorofilica.

2.3. La determinacion de los niveles de herbicida mediante cromatografia de

gases.

3. Una de las alternativas para solventar los problemas que acarrean las diferencias
de respuesta de los cultivares frente a un herbicida, es la modificacion de estos hacia
la tolerancia.

El conocimiento del determinismo genético de las resistencias es un paso previo a
la hora de transferir un caracter. Por ello nos interesamos en el estudio de la herencia
de la tolerancia al herbicida clortolurén en dos de los cultivares, (‘Castan’ y

'Recital’), que presentaron diferencias en la respuesta al herbicida.



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS



MATERIALES
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO

- Catorce cultivares procedentes de Triticum turgidum L. var.durum Desf.
- Diez cultivares procedentes de Triticum aestivum L.
- Dieciseis cultivares procedentes de Hordeum vulgare L. (Cebadas disticas)
- Trece cultivares procedentes de Hordeum vulgare L. (Cebadas hexasticas)
- Cinco Triticales (Triticum x Secale)
- Malas hierbas gramineas asociadas al cultivo de cereales:

Bromus diandrus Roth.

Avena sterilis ssp. ludoviciana (Durieu) Nyman

Los cultivares utilizados han sido facilitados por el Instituto Nacional de
Semillas y Plantas de Vivero (INSPV), asi como por las casas comerciales de semillas,
detallandose todos ellos en el Anexo 1.

Las malas hierbas estudiadas proceden de prospecciones realizadas por el
laboratorio de Malherbologia del INIA:

- Bromus diandrus - Origen: Palau d'Anglesola (Lerida 1988)

- Avena sterilis ssp. ludoviciana - Origen: Almacelles (Lerida 1988)

2.2. APARATOS EMPLEADOS

- Camaras de cultivo de plantas con condiciones controladas de temperatura,

fotoperiodo e iluminacion.

a) Temperatura : 24£1°C de méxima y 1411°C de minima.
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Fotoperiodo: 16 h luz y 8 h oscuridad.
Huminacién: 110 - 100 uE m™s?

b) Temperatura: entre 5 y 10°C.
Fotoperiodo - 8 h luz.
Iluminacién - 1000 lux/m2

- Invernaderos.

a) Con fotoperiodo de 17 h luz mediante lamparas de 500 watios colocados a
3 m de distancia unos de otros y a una altura de 1,60 m. La temperatura oscil6

entre 19 y 24°C en luz y entre 13 y 17°C en oscuridad.

b) Sin control de temperatura ni iluminacién adicional

- Estufa Termotronic de 0- 100°C.

- Termdmetros de méxima y minima.
- Agitador selecta.

- Destilador.

- Balanzas.

- Fuente de luz Hansatech LSL.

- Detector de fluorescencia Hansatech.
- Ordenador Apple II e.

- Homogeneizador Polytron.

- Rotavapor.

- Cromatégrafo modelo Aerograph 3700.
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2.1.3. HERBICIDAS
- Clortolurén (Anexo 2)
- Isoproturén (Anexo 3)
- Metoxurén (Anexo 4)

2.14. REACTIVOS

- Acetona pura.
- Solucion nutritiva (Hewitt 1963 - Anexo 5)
No,K
(No,)2Ca. 4H20
SO Mg. 7TH,0
PO H,Na. H,0
SO4Mn. H,0O
S0,Cu. SH,0O
SO,Zn. 7H,0
BO,H,
(NH,); Mo, 0,,.4H,0
S0O,CO. 7TH,0
CINa
EDTA - Fe
- Agua destilada.
- Metanol.

- OH Na
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- NaCl.

- Etilacetato.

- Hexano.

- Gel de silice.

- Cloroformo.

2.1.4. OTROS

- Placas Petri 9 cm de diametro.

- Papel de filtro 9 cm de diametro.

- Vasos de plastico.

- Soportes plasticos.

- Rejilla.

- Cartulina negra.

- Tijeras.

- Pinzas.

- Pocillos de vidrio.

- Cucharas de pesar.

- Matraces de 21, 41 y 5l

- Probetas de 100, 1000 y 2000 ml.

- Bolsas de papel y de celofan.

- Tubos de vidrio PIREX 2 cm diametro y 25 cm de longitud.
- Gradillas.

- Frascos de fondo circular de 100 ml.
- Tubos de 10 ml.



METODOS
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2.6. ENSAYOS EN PLANTA ENTERA

Las semillas de trigo, cebada y triticale y las cariépsides de las malas hierbas
se colocaron a germinar en placa Petri sobre papel de filtro humedecido en agua
destilada y tubos de vidrio para facilitar la aireacién . La germinaci6n se produjo en un

intervalo de 48 a 92 h, procediendo entonces a:

2.6.1. Crecimiento en vasos:

Cuando la raiz fue visible y el coleoptilo alcanzé entre 2 y 3 mm, las semillas
se colocaron sobre rejillas plasticas acopladas a vasos desechables y protegidas de la
luz mediante cartulina negra (Figura 1); conteniendo 160 ml de solucién nutritiva
(Hewitt 1963). El nimero de plantulas por vaso fue de 5 efectuando 5 repeticiones por
tratamiento. Las condiciones ambientales de las camaras donde crecieron las plantas,

variaban dependiendo de la finalidad del experimento.

Figura i: rotogra crecimiento de ia planta en vasos de
plastico.
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Después de seis dias se realizd el tratamiento herbicida. Para ello la materia
activa utilizada se disolvié en 5 ml. de acetona y se incorpord mediante agitacion a la
solucién nutritiva, para su absorcién via radicular. Veinticuatro horas mas tarde se

lavaron las raices y se restablecié la solucién nutritiva libre de herbicida.

La incorporacion de los herbicidas a la solucién nutritiva asegura el contacto del
sistema radicular con los tratamientos, evitando casos de selectividad de posicién que

podrian aparecer si los tratamientos se aplicaran en tierra.

Las materias activas y las dosis utilizadas se detallan en cada experimento. En
todos los casos se prepard una disolucion madre de 10 ppm preparando a partir de ellas

las disoluciones de las dosis requeridas.

Tras retirar el tratamiento herbicida se procedié a:

A.  Deteccion de la fluorescencia clorofilica. (Técnica que se detalla 2.7.)

B.  Respuesta en planta entera: Estimando el efecto producido por el herbicida

mediante el incremento del peso seco.

Para ello, la mitad de las plantas se cortaron inmediatamente después de retirar
el herbicida (P;), manteniendo durante seis dias mas e] resto del material (Py).
Las plantas se desecaron en estufa de 100 °C. durante 24h procediendo a

obtener el peso seco.
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C. Determinaci6n de los niveles de herbicida. (Técnica que se describe en 2.8.).
El peso fresco al retirar el tratamiento (P,) y seis dias despues (P,) se evalud con

anterioridad a proceder a la determinacion de niveles.

2.6.2.Crecimiento en tubos de vidrio.

Cuando la raiz fue visible y el coleoptilo alcanzé entre 2 y 3 mm, las semillas
se colocaron sobre rejillas de plastico copladas a tubos de vidrio que se protegieron de
la luz con cartulina negra (Figura 2). La finalidad del crecimiento en tubos fue la de

individualizar las plantas, pudiendo asi estimar el peso planta por planta.

JEBENEENEEENEENEENENIHE.:

Figura 2: Fotografia del crecimiento de plantas en tubos de

vidrio.
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El crecimiento se realizd en solucién nutritiva durante 6 dias, procediendo
entonces a obtener el peso fresco (Py) y colocando nuevamente las plantas en el tubo
de vidrio. En éste momento se realizé el tratamiento herbicida a través de solucion
nutritiva durante 24 h, las raices se lavaron y se restituyo la solucion por otra libre de

herbicida. Seis dias después se pesaron las plantas nuevamente (Py).

2.7. FLUORESCENCIA CLOROFILICA

La transformacion de la energia solar en energia quimica, por medio del proceso
de la fotosintesis realizado en plantas verdes, necesita en un primer momento de una
concentracion de energia en los centros fotoquimicos donde va a tener lugar la
conversion. Esencialmente este es el papel que juegan las clorofilas y pigmentos
anexos, formando grupos de cientos de moléculas que se pueden denominar "antenas

de fotones".

Una molécula que absorbe un fotén de luz tiene cierta probabilidad de reemitir
un fotén mas débil, obserbable como fluorescencia, hecho descrito por primera vez en

1931 por Kaustky ( Schreiber et al. 1977).

Cuando la fotosintesis funciona con un rendimiento méximeo, los fotones
absorbidos son rapidamente transformados por los centros de conversion fotoquimica,
limitando la probabilidad de que se disipen como fluorescencia. Esta débil fluorescencia
observada cuando el aparato fotosintético funciona a pleno rendimiento se conoce como

"fluorescencia constante".
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Cuando por el efecto de diferentes factores, entre los que se encuentra la
presencia de herbicidas inhibidores del PSILel rendimiento de la fotosintesis decrece,
los fotones absorbidos tienen menor probabilidad de ser convertidos fotoquimicamente,
acumuléndose en la " antena de fotones” de donde se disipan en forma de calor o

fluorescencia.

La intensidad de la fluorescencia va unida al funcionamiento del aparato
fotosintético y varia entre la "fluorescencia constante” (cuando el aparato fotosintético
funciona a pleno rendimiento} y la "fluorescencia méxima" (cuando el aparato

fotosintético no trabaja).

Al comenzar la iluminacidn, los centros fotoquimicos estan enteramente libres,
lo que hace que los fotones absorbidos se conviertan con eficacia maxima. Este nivel
inicial que se denomina "nivel O", corresponde a la fluorescencia constante. Al
saturarse la "antena de fotones" se produce la disipacién en forma de fluorescencia,

teniendo lugar esta en dos fases, explicables por la existencia de dos aceptores de e-

en serie Q, y Q,.

Un primer fotén provoca una reduccién de Q, por transferencia de un electrén
Q, — Q,. Los centros fotoquimicos en estado Q,. son incapaces de convertir a los
otros fotones que llegan a la antena. Esto en las plantas se traduce en una subida de
fluorescencia denominada "fase fotoquimica" O -» 1. Los centros se reabren por la
reaccion Q, Q, - Q, Q, aumentando la fluorescencia mas lentamente,

denominandose "fase térmica" I — P.
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Estas fases (Figura 3) se denoninan "fases rapidas” O — I — P (alcanzando el
maximo de fluorescencia en el nivel P) proporcionando respuestas suficientemente
precisas y evaluables cuantitativamente, presentando unos coeficientes de variacion
para cultivares de trigo del 5% (Ducruet 1983), permitiendo el cociente de los niveles

I y P evaluar la proporcién de centros del PSII bloqueados por el herbicida.

-FASES RAPIDAS

o o
o

1 i
luz | seg

——-—- No tratado
——— Tratodo

Figura 3: Representacidén grafica de las fases rapidas de la
cinética de induccién de fluorescencia clorofilica.

Si se realiza la iluminacién de forma continuada, es posible distinguir tres casos:
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A- El nivel inicial de fluorescencia detectado disminuye rapidamente y se mantiene a
un nivel constante y bajo: la fotosintesis es normal.

B- La fluorescencia permanece a un nivel constante y alto: la fotosintesis se encuentra
bloqueada por el herbicida.

C- La fluorescencia disminuye lentamente, para luego remontar: la fotosintesis se

encuentra parcialmente bloqueada.

Este descenso de fluorescencia (Figura 4) constituye las "fases lentas" P — S,
en contraposicién con las " fases répidas” descritas anteriormente. La evaluacion
cuantitativa de este pardmetro es explicada por Lansac et al. (1984), si bien los
coeficientes de variacion en cultivares de trigo son del orden del 30% , mucho mas

elevados que los obtenidos con las fases rapidas (Ducruet 1983).

FASES LENTAS

Fmax. *l

~P

\

2N

\
\
\
N
N
N
N
N
N
\\ —=—==No tratado
N
N Tratado
.
\\"‘-. S

| FLUGRESCENGIA CONSTANTE 77

Figura 4: Representacidén grafica de las fases lentas de 1la
cinética de induccién de la fluorescencia clorofilica.
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Las caracteristicas de la fluorescencia clorofilica dependen de otros factores
ademas de la propia accidn del herbicida (Papageorgiou 1975; Lavorel y Etienne,
1977). Las fases rapidas son susceptibles de ser influenciadas por:

-El tamafio de la " antena de fotones", que variara si trata de una planta C3 o

C4 asi como de las condiciones de cultivo.

-La concentracién de CO, disponible en el centro de regulacidon de transferencia

de e-, muy préximo al sitio de bloqueo de los herbicidas.

-El estado del sistema de fotélisis del H,O ya que este puede verse afectado por
la temperatura de ciertos agentes quimicos, constituyendo uno de los puntos

fragiles de la célula vegetal.

Las fases lentas dependen de los equilibrios iénicos en el cloroplasto y del

estado del sistema de asimilacidon del CO2.

La aplicacién de las técnicas de fluorescencia en el campo de los herbicidas es
numerosa, tanto en test de sensibilidad varietal (Leroux 1982; Cadahia et al. 1982),
como en la evaluacién de formas tolerantes en biotipos de malas hierbas (Ahrens et al.
1981; Ali y Souza Machado, 1981) o en la deteccion de herbicidas en suelos (Shaw et

al. 1985), entre otros.

Asf{ mismo, se utilizan estas técnicas para evaluar el efecto de diferentes factores

externos como los provocados por estres hidrico (Havaux y Lannoye, 1985) o los
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provocados por presencia de ozono (Schreiber et al. 1978).

Descripcidn de las técnicas empleadas para la evaluacién de las diferentes fases:

2.7.1. Fase lenta P—S

Antes de proceder a la obtencion de los registros, las plantas se mantuvieron dos
horas en oscuridad, con el fin de detener el funcionamiento del aparato fotosintético,
haciendo méxima la respuesta de fluorescencia (Schreiber et al. 1977) asi como para

evitar interferencias en la translocacion del herbicida (Ducruet et al. 1984).

La iluminacién bajo luz continua de las hojas, se realizé mediante una lampara
de 150 W (proyector de diapositivas) a través de un obturador fotografico y de un

filtro azul consistente en una solucién de SO,Cu con concentraciones de 250g/1.

La fluorescencia se detecté a 45 grados del rayo incidente mediante un
fototransistor Fortec protegido por un filtro rojo Wratten Kodak n® 70, sensible al
infrarrojo préximo. La observacion de la sefial se realizé mediante un registrador a 0.5

mV con una velocidad de carta de 1 cm/m.

La hoja de la plantula se adosé a una placa metalica negra (con ranura vertical
de 25 mm x 7 mm) sujetdndola con una pieza inmantada, de modo que no interfiriera

en la trayectoria del haz de luz que incidia perpendicularmente sobre la superficie foliar
(Figura 5).



Filtro Cy80.,

c, » ’ Aexc.
LNITEEE) —-——_-—_——:- s T - Plaﬂtula

Fuente luminosa

Aexc.

“ i, LFiltro_rojo
‘ Fototrgnsistor

Registradar ==

Figura 5: Esquema del dispositivo de medida de 1la
fluorescencia.
Aexcs »» €Xcitacién ( <660 mm.)
heyo oo fluorescencia (>680 mm.)
filtro rojo: transmisién nula para <660 mm.
y maxima para >680 mm.

Para la excitacion de clorofilas se utiliz6 luz azul seleccionada mediante un filtro
de S0,Cu. El fototransistor (detector de luz) sélo permite el paso de longitudes de onda
cercanas a 685 nm ( de la fluorescencia clorofilica) ya que el filtro rojo que los

protegia solo permite el paso de ésta excluyendo asi la luz de excitacién dispersada.

Los registros obtenidos se interpretaron segiin el método de Ducruet vy
Gasquez, (1978), en el que cuando la fotosintesis es normal, el nivel inicial de
fluorescencia disminuye rapidamente llegando a un nivel constante, mientras que si la
fotosintesis se encuentra bloqueada por el herbicida, la fluorescencia permanece a un

nivel constante alto (Figura 4).
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Para la evaluaci6n cuantitativa de la inhibicion fotosintética en los registros
obtenidos utilizamos la relacién: Fmax-Ft/Fmax (Lansac et al.1984), en donde Fmax
representa el nivel maximo de fluorescencia alcanzado y Ft el nivel de fluorescencia

registrado a los 4 minutos de iluminacién de la hoja (Figura 6).

Flya)
{
P
Fm- - ﬁr
w
t
£
5
Ft- —
T T [ T ] -
o [ 2 3 4 T (min.)

Figura 6: Parametros evaluados en el registro de fluorescencia
F.max.= nivel miximo alcanzado.
Ft= nivel alcanzado a los 4 min.
u.a.= unidades arbitrarias de fluorescencia.

Esta relacion indica €l descenso observado en la fluorescencia respecto al
maximo alcanzado, por lo que €l bloqueo provocado por el herbicida se traduce en una
disminuacion de dicha relacién, mientras que esta es méxima cuando la fotosintesis no

esti alterada.



2.7.2. Fase riapida I--P

Se utiliz6 una fuente de luz "Hansatech LS1" con potencia de salida de 60
W/m2,

Dicha fuente consta de dos partes:
1-Caja con 36 diodos emisores de luz, con una banda estrecha de potencia de
salida y un méaximo de 660 nm. El infrarrojo que contenia era bajo,
produciendo por tanto poco calor en la hoja.
2-Caja control que permite la regulacion de la intensidad de luz y de los pulsos

emitidos.

La hoja de la plantula se adosé a una placa metalica negra (con una ranura
vertical de 25 mm x 7 m) sujetandola con un iméan, de manera que éste no interfiriera
en ¢l haz de luz que incidia perpendicularmente sobre la superficie foliar. La

iluminacién se realizé durante 5 s.

Para detectar la fluorescencia emitida por las plantas se utilizé un "detector

Hansatech" que consta de dos partes:

1-Sonda que contiene un fotodiodo capaz de detectar la luz emitida y de
convertirla en una sefal eléctrica proporcional.
2-Caja control que contiene un amplificador capaz de regular la sefial, y que se

encuentra conectado a un ordenador.
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Para asegurar que el fotodiodo detecta solo fluorescencia y no luz de excitacién
dispersada, se incluye un filtro de 740 nm cuyo centro de frecuencia es superior al de
la luz utilizada en la iluminacién (roja - 660 nm) pero dentro de la region de

fluorescencia.

La sefial de fluorescencia fue digitalizada por una carta de conversion
anal6gica/digital 12 bits y se almacené en un computador Apple Il, usando un
programa "Asamby" El andlisis de la sefal se realiz6 mediante un programa Basic,
seglin el método descrito por Ducruet et al. (1984). El canal 1 se definié como la
primera sefial de fluorescencia, siendo el tiempo de apertura del obturador de menos
de 2 ms de manera que el "nivel O" fue estimado a partir de los valores de sefial en

los niveles 3 y 4.

El "nivel I" correspondié a un valor medio calculado en un dominio de tiempo
ajustable (entre 50-70 ms) definido a partir de Ia forma sefial en las hojas control y en
las tratadas. El "nivel P" fue detectado, basado en un dominio de tiempo ajustable,

como el valor maximo obtenido por sucesivas comparaciones de los valores medios de

100 canales.
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2.8. DETERMINACION DE NIVELES DE HERBICIDA EN PLANTA
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES,

Muestras de la parte aérea de cinco plantas de los cultivares seleccionados en
nuestro estudio, tratados con herbicidas a diferentes dosis asi como plantas testigo, se
extrajeron extraidas dos veces con 5 ml! de metanol: agua (8:2) usando un

homogeneizador Polytron.

El extracto se transfirio a un frasco de fondo circular de 100 ml, separando el
disolvente organico al vacio en un rotavapor. El residuo acuoso se transfirié a un tubo
de 10 ml, basificidndolo con 1 m! de una solucién 0.5 N de OHNa, afadiendo después
0.5 m de solucién saturada de NaCl, extrayendo el herbicida clortolurén con etil

acetato.

El disolvente organico se separé mediante corriente de nitrégeno y el residuo se
disolvio en hexano, utilizando 60 m! de cloroformo como eluyente (volumen que separa
los herbicidas de sus metabolitos). Dicho residuo se transfirié a un tubo de 10 ml, que

se almacené hasta el momento de su utilizacién para la determinacién por GLG.

La columna se limpid con el fin de evitar posibles interferencias con otros

componentes coextraidos de la planta o con metabolitos N- desmetilados.

El cromatdgrafo de gases usado fue el modelo "Variare Aerograph 3700"
equipado con detector de llama ionizante alcalina (AFIDO y una columna de gas, 2 m

x 1/4", liena con 3% OV-17 de Chromosorb W-HP (malia 80-100), siendo ias
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condiciones empleadas;

- Temperatura de inyector y detector, 270°C y 300°C respectivamente.
- Gas portador nitrégeno con un flujo de 30 ml/min.

- Rango de corriente del detector 10 -12 amp.

- Atenuacién x 4

- Velocidad de la carta 1 ¢cm/min.

En las condiciones mencionadas del cromatégrafo, el herbicida clortolorén
se transformé en su correspondiente isocianato (3-cloro-4 metilfenil) para ser
cuantificado, ya que éste presenta buenas propiedades cromatograficas (Tadeo et al.
1989). Como patrén externo se empled una disolucion de herbicida de concentracién

conocida, que se inyectd antes y después de cada muestra.

La concentracién de herbicida en los extractos se determiné comparando la altura
del pico obtenida para la muestra, con el valor promedio registrado en los patrones

inyectados antes y después.
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2.9. CULTIVO DE PLANTAS A CRUZAR (Cruzamientos - Polinizacién).

El cultivo de plantas a cruzar se realizé en invernadero. Para la obtencién de la
F1, las plantas en estado de dos hojas se vernalizaron 40 dias en camara con
temperatura entre 5 y 10 °C. con 1.000 lux/m2 de iluminacién y fotoperiodo de 8 h.

luz.

Tras la vernalizacién, el cultivo se llevé a cabo en invernadero (Figura 7) con
una iluminacién de 17 h. al dfa mediante lamparas de 500 watios, colocadas a 3 m. de
distancia entre sf y a 1,60 m. de altura. La temperatura oscilé entre 19 y 24 ° C.
he.

durante el dia y entre 13 y 17 ° C. por la noc

Figura 7: Fotografia del
aspecto general del
invernadero.
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2.9.1.Cruzamientos

La castracién del genitor femenino se llevo a cabo por la técnica habitual.
Cuando la espiga ha salido totalmente del zurrén y las anteras estén todavia verdes, se

corta el extremo superior de la espiga y las espiguillas inferiores.

De las espiguillas restantes se conservan inicamente las flores laterales, para ello
se arrancan con una pinzas las centrales. Cuidando de no daiiar el ovario, se retiran las
tres anteras de cada flor introduciendo una pinza entre lemma y palea. Se cubre la

espiga con una bolsa de celofin (Figura 8) y se etiquetan para la posterior

identificacion del cruzamiento.

Figura 8: Fotografia general
de espigas embolsadas.
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2.9.2. Polinizacion.

Se llevé a cabo cortando las espigas polinizadoras en €l momento del principio
de la antesis y cortando el extremo superior de las glumas. Se introdujo entonces el
tallo de 1a espiga en tierra hiimeda hasta la aparicion de las anteras. En este momento
se cortd la bolsa de la espiga utilizada como hembra por su parte superior y se agitd

de forma que caiga el polen, cerrando otra vez la bolsa.



CAPITULO 3.
RESPUESTA FOTOSINTETICA DE LOS PRINCIPALES CULTIVARES DE
TRIGO, CEBADA Y TRITICALE, A DERIVADOS DE LA UREA.
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3.1. INTRODUCCION

El diferente comportamiento de los cultivares que pertenecen a una misma
especie, frente a la aplicacién de herbicidas encaminados a controlar una poblacion de

malas hierbas, es un hecho citado repetidamente en la bibliografia.

La ausencia de datos acerca de como es la respuesta de los cultivares de trigo,
cebada y ftriticales mas sembrados en nuestro pais, cuando se aplican herbicidas del
grupo de los derivados de la urea, frecuentemente utilizados en el control de malas
hierbas gramineas, llev6 a plantear un primer experimento donde obtener una vision

general del comportamiento de estos cultivares.

El modo de accién primario de los herbicidas derivados de la urea, es el
bloqueo de la fotosintesis a nivel del PSII (Moreland 1980; Treest y Draber, 1978), por
ello empleamos el estudio de la cinética de destoxificacién de estas moléculas, a través

de los niveles de fluorescencia emitidos.

El empleo de la fase lenta P—S§, es un método asequible y de facil utilizacién
(Richard et al. 1983) para evaluar el bloqueo que estos herbicidas provocan en la

fotosintesis.
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3.2.MATERIAL Y METODOS

Se emplearon semillas de 29 cultivares de cebada, 14 de trigo duro, 10 de trigo
blando y 5 triticales que se detallan en el Anexo 1.

La metodologia seguida para el crecimiento de las plantas fue la que se detalla
en 2.6.1, y la camara de crecimiento empleada poseia control de temperatura, que oscild
entre 24+1°C en luz y 1621°C en oscuridad; alternancia de 16h luz y 8h oscuridad

e intensidad luminosa de 100puE m? s™.

Las plantas crecieron durante seis dfas en solucion nutritiva, realizando en este
momento los tratamientos herbicidas con clortolurén, isoproturén y metoxurén, a

dosis de 2 y 4 ppm durante 24 h, con tres repeticiones por tratamiento.

El estado de crecimiento de las plantas cuando se realizaron los tratamientos, fue

de 1 hoja y media (estado 11 del cédigo decimal de Tottman, 1987).

Las medidas de fluorescencia, para la estimacion de la inhibicion fotosintética
producida por el herbicida, se realizaron a T=0 (momento de la retirada de los
tratamientos), T=4 (cuatro dias despues del tratamiento) y T=6 (sexto dia desde la
finalizacién del tratamiento). Se consideré la fase lenta P—S de la cinética de
induccién de fluorescencia clorofilica, utilizando el pardmetro empleado por Lansac et

al.(1984), como se detalla en 2.7.1.
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3.3.RESULTADOS Y DISCUSION

A- CULTIVARES DE TRIGO BLANDO

En los Cuadros 1, 2 y 3, se muestran las medidas de fluorescencia clorofilica
obtenidas después del tratamiento con clortolurén, isoproturén y metoxurén, a 2 y
4ppm, en cultivares de trigo blando. En las Figuras 9, 10 y 11, se representa la

evolucion de éstos cultivares mediante histogramas de frecuencia.

Se realizan medidas anélogas en plantas testigo con el fin de comprobar que las
condiciones de crecimiento eran adecuadas y de que éstas no sufrian alteraciones ajenas
al experimento, observandose que todas se encontraban en un rango de 0.8 y 0.9, lo que
indica ausencia de emision de fluorescencia y por tanto un correcto funcionamiento del

aparato fotosintético.

En los cultivares 'Castan’, 'Anza’, 'Rinconada’, 'Marius', "Yécora', 'Maestro',
'Aranda’ y 'Sevillano', se puede observar una vez finalizado el tratamiento de 24h
(T=0), una ausencia de inhibicién cuando se aplican dosis de 2 y 4ppm de clortolurén

y metoxurdn (Cuadro 1).
Igualmente se observa que a lo largo del tiempo (T=4 y T=6), el rendimiento
fotosintético para estos cultivares fue similar al de plantas testigo no sometidas a

tratamiento (Cuadros 2 y 3).

En el caso de los cultivares 'Impeto’ y 'Recital’, se observa al finalizar el
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tratamiento (T=0) con ambos herbicidas, inhibicién fotosintética reflejada en el
considerable aumento de la fluorescencia de plantas tratadas con respecto al testigo
(Cuadro 1).

En el cultivar Tmpeto’, se produce una disminucién progresiva de la
fluorescencia emitida por las hojas, llegando al sexto dia a ser similar a la detectada
en plantas no tratadas; por el contrario el cultivar 'Recital' mantiene la inhibicién a lo
largo del ensayo, poniendo de manifiesto su incapacidad para destoxificar los herbicidas

clortolurén y metoxurdn a las dosis de 2 y4 ppm.

Cuando el tratamiento se realiza con isoproturén, se observa en todos los
cultivares emision de fluorescencia inmediatamente después de retirar el herbicida
(T=0), lo que indica que éste se ha absorbido y translocado, alcanzando el lugar de

accion (Cuadro 1).

A lo largo del tiempo se produce una disminucién progresiva y rapida de la
fluorescencia emitida por las hojas, siendo la velocidad de destoxificacion mas lenta

en los cultivares ' , 'Sevillano' e Tmpeto' que presentan valores similares a los

testigos al sexto dia, frente al resto de cultivares que lo hacen al cuarto (Cuadros 2 y
3).

B.CULTIVARES DE TRIGO DURO

En los Cuadros 4,5 y 6 se muestran las medidas de fluorescencia clorofilica

obtenidas a lo largo de séis dias, después de retirar los tratamientos con clortolurén,
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isoproturén y metoxurdn, a 2 y 4ppm, en cultivares de trigo duro; asi mismo en las

Figuras 12,13 y 14 se presentan los histogramas de frecuencia.

Una vez finalizado el tratamiento con el herbicida clortolurén (T=0), se
observa una ausencia de inhibicién en todos los cultivares estudiados, a la dosis de
aplicacion de 2ppm, con la excepcion del cultivar 'Cibeles' que presenta un bloqueo

parcial de la fotosintesis en T=0, inhibicién que desaparece al cuarto dia (Cuadro 4).

Para la dosis mayor de clortolurén (4ppm), los cultivares muestran ausencia de
inhibici6n a lo largo de] tiempo, salvo en el caso de 'Cibeles', 'Nita', 'Paramo’ 'Bidi’
y 'Camacho’, que se encuentran inhibidos a T=0, produciendose una progresiva

destoxificacion del herbicida que llega a ser total el cuarto dia (Cuadro 5).

Frente al herbicida metoxurén, ninguno de los cultivares estudiados presenta

inhibici6n a lo largo del tiempo, para ninguna de las dosis aplicadas (Cuadros 4,5 y 6).

Cuando €l tratamiento se realiza con el herbicida isoproturén, se observa en
todos los cultivares, emisién de fluorescencia inmediatamente después de retirar el
herbicida (T=0), indicando esto que ha habido absorcion y translocacion alcanzandose
el lugar de accion, lo que se aprecia por la inhibicién fotosintética reflejada en el

aumento de fluorescencia detectada (Cuadro 4).

A lo largo del tiempo se produce una progresiva destoxificacion que es mas
répida para algunos cultivares como Tejon', 'Antén' y 'Paramo’ a la dosis de 2ppm

(Cuadro 5),sin que ésta se produzca en algunos de ellos como 'Roquefio’, 'Vitrén' y



60

'Ant6én’ a la dosis mas alta de aplicacién (Cuadro 6).

C. CULTIVARES DE CEBADA

Se han agrupado en dos bloques, las pertenecientes a cebadas de 2 carreras y las

pertenecientes a cebadas de 6 carreras.

En los Cuadros 7, 8 y 9 se muestran las medidas de fluorescencia clorofilica
obtenidas a lo largo de seis dias , despues de retirar los tratamientos con clortolurdn,
metoxurén € isoproturén, a 2 y 4ppm, en cultivares de cebada de 2 carreras. Los

histogramas de frecuencia se muestran en las figuras 15,16 y 17.

Se puede observar que una vez finalizado el tratamiento, todos los herbicidas a

ambas dosis, se han absorbido por la raiz y han alcanzado el lugar de accidén (Cuadro

.

En los cultivares tratados con clortolurén y metoxurdn a dosis de 2 y 4ppm, se
produce una disminucion progresiva de la fluorescencia emitida por las hojas, que liega
al sexto dia a ser similar a la fluorescencia detectada en plantas testigo (Cuadro 9),

salvo el cultivar 'Iranis' que ya es similar al cuarto dia (Cuadro 8).

Asimismo, en el tratamiento con isoproturdn, se produce en los cultivares una
recuperacion anéloga, siendo la fluorescencia emitida al cuarto dia similar a la de

plantas testigo en 'Flavia', Tranis',Fitamara' y 'Koru' (Cuadro 8), y al sexto dia en
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el resto de cultivares ensayados (Cuadro 9).

Las medidas de fluorescencia en cultivares de cebada de 6 carreras, tratadas con
los tres herbicidas, se muestran en los Cuadros 10,11 y 12, asi como los histogramas

en las Figuras 18,19 y 20.

Finalizados los tratamientos (T=0), todos los herbicidas han alcanzado el lugar

de accién aumentando asf la fluorescencia en plantas tratadas (Cuadro 10).

Se observa, para los tres herbicidas, una parcial destoxificacién en todos los
cultivares €l cuarto dia de medida, siendo ésta total al sexto dia con la excepcion de
'‘Barbarrosa’, 'Plaisant' y 'Vegal' frente a la dosis de 4ppm de metoxurén, y "Plaisant’

frente a 4ppm de clortolurén, que no llegan a destoxificar totalmente (Cuadro 12).

D.TRITICALES

Las medidas de fluorescencia clorofilica obtenidas a lo largo de seis dias,
después de los tratamientos con clortolurén, isoproturén y metoxurén a 2 y 4ppm, en
triticales se muestran en los Cuadros 13, 14 y 15, no habiendose representado los
valores obtenidos en un histograma de frecuencias debido al escaso nimero de

cultivares ensayados.

Finalizados los tratamientos con clortolurén (T=0), todos los triticales presentan

emisién de fluorescencia con la excepcién de 'Juanillo', que muestra valores similares



62

a los de plantas no tratadas (Cuadro 13).

A lo largo del tiempo, se produce una disminucién progresiva de la fluorescencia
emitida por las hojas en 'Torote', 'Juanillo', 'Camarma' y 'Tajuiia’, mostrando al sexto
dia valores similares al testigo. Para el triticale 'Badiel’ la inhibicién se mantiene a lo

largo del ensayo (Cuadro 15).

Cuando el tratamiento se realiza con metoxurdn, todos los triticales presentaron
emision de fluorescencia a T=0, exceptuando Torote' que presenta valores similares
al testigo (Cuadro 13). En 'Tajufa’, 'Camarma’, "Torote' y 'Juanillo' se produce una
disminucién progresiva de la fluorescencia emitida, siendo ésta al sexto dia similar a
al de plantas testigo. El triticale 'Badiel' se muestra inhibido con metoxurdn a lo largo
del ensayo (Cuadro 15).

Se presenta inhibicién en todos los triticales cuando el tratamiento se realiza con
isoproturén (T=0), destoxificando progresivamente en todos los casos a lo largo del

periodo de ensayo sin que ésta llege a ser total en el caso del triticale 'Badiel'.

De la observacién de los resultados se desprende que:

El comportamiento de los cultivares utilizados procedentes del género Triticum
fué similar frente a los herbicidas clortolurén y metoxurén, en contraste con la
respuesta que muestran frente a isoproturon.

Esta similitud en la respuesta de trigos frente a dos derivados de la urea,
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clortolurén y metoxurdn, es descrita por Lupton (1974), en ensayos
realizados en campo, asi como también por Tottman et al. (1975) en el Reino Unido,
sobre doce cultivares ensayados que mostraron similitud frente a clortolurén y

metoxurdn en contraste con isoproturén.

Se observa ademas que los cultivares presentan comportamientos tolerantes,
intermedios y sensibles, similar a los descrito por Leroux (1982), cuando los
tratamientos se realizan con clortolurén y metoxurdn, siendo la respuesta mas

homogenea frente al isoproturdn.

La mayoria de los cultivares de trigo blando ensayados muestran ausencia de
inhibicién al retirar los tratamientos con clortolurén y metoxurdn, ya descrito por

Leroux (1982) para cultivares de trigo con tratamientos de clortoluron.

Los cultivares de trigo duro estudiados muestran una mayor sensibilidad frente
al herbicida isoproturén en contraste con clortolurén y metoxurdn. Este hecho esta en
concordancia con ensayos realizados en campo por Cavero (1991), sobre cuatro

cultivares de trigo duro, analizando su respuesta mediante la estimacion visual del dano.

En general, los cultivares procedentes de Triticum turgidum var. durum se
muestran mas tolerantes a clortolurén y metoxurén que cualquiera de los otros grupos
estudiados, hecho que concuerda con estudios realizados en campo e invernadero por

Bouchet et al. (1977), Cochet et al. (1979) o Catizone y Viggiani, (1975).
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Todos los cultivares de cebadas presentan comportamientos similares frente a los
tres herbicidas , existiendo inhibicion a T=0 seguida de una mayor o menor
destoxificacion de los productos. Asi mismo se observa que las cebadas de 2 carreras

destoxifican més lentamente que las cebadas de seis carreras.

El comportamiento de los triticales ensayados es similar al que muestran los
cultivares de trigo, presentando similitud de respuesta frente a clortolurén y metoxurén
en contraste con isoproturdn. La respuesta a este tltimo herbicida fue similar en todos
ellos, apareciendo comportamientos tolerantes y sensibles frente a clortolurén y

metoxurén, hecho éste que no conocemos que este citado.

Para el posterior desarrollo de este trabajo se selecciona el herbicida
Clortolurén, ya que frente a este herbicida han aparecido cultivares de cereales
claramente tolerantes y sensibles, mientras que la respuesta frente al isoproturén es mas
homogénea. La mayor utilizacion del herbicida clortolurén, en nuestro pais, para el

control de malas hierbas en cereales justifica la preferencia frente a metoxuron.

La seleccion de los cultivares atiende a los siguientes criterios:

1.Cultivares procedentes de Triticum aestivum : 'Castan’, 'Recital' y 'Anza'.
El diferente comportamiento obtenido en los registros de fluorescencia entre el cultivar
'Recital' (sensible) y el cultivar ‘Castan’ (un tolerante elegido al azar) hacen obvia su

inclusion en el estudio de sensibilidad varietal a clortolurdn. La importancia del cultivar
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'Anza’ en Espaiia, siendo el cultivar de T.aestivum méas sembrado, hace necesario que

su respuesta frente al herbicida sea tenida en cuenta.

2. Cultivares procedentes de Triticum turgidum var. durum : 'Roqueio’

La homogeneidad de respuesta detectada en este grupo, con ausencia de inhibicién en
todos los casos, frente al herbicida cloriolurén lleva a seleccionar uno de ellos
atendiendo a su importancia en cuanto al niimero de hectareas sembradas, asi como por

presentar una homogeneidad en la germinacidn que facilita la experimentacion.

3. Cultivares procedentes de Hordeum vuigare : 'Barbarrosa’

Por motivos similares a los expuestos para los trigos duros, se selecciona este cultivar.

4, Triticales: 'Tajuha' y 'Badiel
Se incluyen por presentar diferencias en la respuesta al herbicida clortolurén, en los

registros de fluorescencia.

Se afiade a la lista de cultivares seleccionados, dos malas hierbas gramineas
asociadas al cultivo de cereales como son Avena sterilis ssp. ludoviciana y Bromus
diandrus . La primera de ellas es la principal mala hierba en estos cultivos (Garcia-
Baudin 1982a), encontrandose ampliamente distribuida en todos las zonas cerealisticas
espanolas (Garcia-Baudin y Salto, 1979). La segunda, de comportamiento ruderal,
recientemente introduccida en los trigos y cebadas de nuestro pafs (Garcia-Baudin

1984), presenta problemas para su control con este tipo de herbicidas ( Sixto et al.
1984).



CUADRO 1

Tnhibicion fotosintética obtenida a T=0, en hojas de cultivares de T.aestivum L., despues de 24h de tratamiento con clortolurdn, isoprotur6n y metoxuron.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON

] e L L i e | R M———— o e

| = | = = | = |/ ™ - |

CULTIVARES X a0’ | [ x | o | x | oo | | X ] o | x ] o | | x o | X | & |
| castan | oss | oots | | oss | oo |oss [oem | o4 |ows e |oos | | oss | oorr | os0 | ocos |
| anza | oss | oom | | os |ooos |oss |oos | o3 |oowr e Jows | | om | ooo | oss | oo |
| MariUS | os¢ | oos | | o83 |oou |oss |oos | o2 [ooo oz |oeos | | os | coos | o040 | oo |
| rRECITAL | o0s | ooos | | oz |oos oz |oos | Josx [oest oz Jowr | | oz | oom | ez | oox |
i mpeto | oss | oos | ] o |oos |ow [oms | Joz |em Jow [on | | os | oo | 03 | oom |
I Yecora | oss | oo | | os oot [ome Joem | o7 | ooss | os | oose | ] om | oo | om | oam |
I mastRo | o0s2 | oos | | os0 [oom Jors Joow | |03 [oos | o | oos | | os | oou | o1 | oo |
| aranDA | oss | oo | | o7 [oow Jomw |oeoz | o |ame Jox Jooss | | o | oox | os | oox |
| sevicavo | oss | ooos | | oss Jooes | os2 Joom | [ost oo |ox | oo | | oss | oo | oss | oow I
| rncowaba | osr | con | | oss | oo | oss | oos | os2 oo |ea |oar | | oss L 0o | oss | oow |

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



CUADRO 2

Inhibicion fotosintética obtenida a T=4, en hojas de cultivares de T.aestivum L., después de 24h de tratamiento con clortolur6n, isoproturén y metoxurdn.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON

[—————————— o | s — | | L

iy e = e o S

comees | 5 | o | [T T 1% Tl [ Z 1w | x 1wl | % T [ X [ |
| casran [ oss | oot | | os |ooms | oss |oou | |oss |ows |oss |ooo | |ose o |os | oos |
i anza | 08¢ |oozs | Joss |ooo |oss |oow | Jom oo |oem Joow | |ose |oox |os | ows |
| MariUs | o84 |oos | |osa |oms |oss [oms | [om oo Jow |eos | |ose [oow |oss |oos |
| rRECTTAL [ o Jooo | |02 Joos [0 |oow | |om |oorr | om | oo | |o2s | oow |ooe |oos |
| meETO [oss |oom | |om |oms |oes |oos | |oss |oms oo o | [oss Joows |oss | oo |
| Yecora | o83 |oos | |os2 |oms | osa |oms | |osz |oms o Joos | |oss |oms |oess | oaus |
| maestRo | oss | oo | | os | ooss |oss ] oow | |oss |oow |oesm |oowo | |ose |omr | o0s | oo i
| aranpa | o855 |oos | |os [oos |os |oeo | ]ose om7 |oss | oo | |os | o | 084 | oos |
Iseviiavo | os3s | oow0 | |ose | oo |ose oo | [oese |oor |oss |oor | Joss |oon |ose | oo |
| rvconapa | ose | ooos | | oss | oo |oss [oms | |oss |ocos |oss [oow | |oss | oo | om | oo0 |

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



CUADRO 3

Inhibicién fotosintética obtenida a T=6, en hojas de cultivares de T.aestivum L., después de 24h de tratamiento con clortolurén, isoproturén y metoxurdn.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON

——— ey, e ————— F——— et

l l | 2ppo | 4opm | | 2me | 4peo | [ 2w |t |
comvies | 5 | o | [ x T T E To 1l 3 lo Il 5 Lol [ & (o [ & (= |
|| castan [ 0s2 |oom | |os |oow |oss |oow | |os3 [ooo |ess Joos | |oss | oo [ose | oom |
[| anza | 04 [ooos | |os |oos |oss Joow | Jos Joos |2 |ow | |os2 | oow | oss | ooos |
| martus | o8¢ o2 | |oss |oo Jos Joow | Joss oo |ow Joms | | oess | oms | o8s ] oo |
| rRECITAL [ o8¢« |oms | | o3 |oms |om |ows | Joss [oos o [ooss | Jox |oow |oo [oos |
| meEro | 04 |oos | |os2 |oos |os2 Joos | fose [oos [om Joow | |oss oo |oess | ooms I
| vecora | oa |oos | |oss |oow [oss Joos | fos |om | oo | | os | oos | o84 | oom |
i MaestRo | o083 | oo | | os4 | ooos |oso |oos2 | |oss | oo |ems Jomo | fos | oos [oss | oees |
|| AranDA |oss | oo | |os |oon |os2 Joon | [ose |oon [oes Joon | |oss | oow | oss | oonn |
| seviano | oss | ooos | | ose | oon | oss | oow | | oss | ooos | o3 | oon | |oss |oor |oss | oom |
| rivconaDA I ose Jooos | |oss [oom |oss oo | |ose | ooms | oss | oms | | oz |ooss | ose |oom |

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



trigos blandos trigos blandos

clortoluron 2ppm clortoluron 4ppm
30 """ 30 : e
20 - ¢ 20 ‘ ' :
16 ; 15 B
5 | - - : W ' 5 ' i g
0~ ':}.1ﬂh D.:ﬁ?;ﬁ !{:o[?‘ 0,8 B 0,8 ’ 0,7 ji[:,ﬁ » 0.; 0 O,L’E% ::4 ¢.6 - 0,6 ;),7 v ;7

M tismpo 0 tiempo 4 [ ltiempo 8 HM tiempc 0 ¥ tiempo 4 [ Itiempo 8

Figura 9: Frecuencia de distribucidén de los registros de fluorescencia
en trigos blandos tratados con clortolurdn.
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Figura 10: Frecuencia de distribucién de los registros de fluorescencia
en trigos blandos tratados con isoproturédn.
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Figura 11: Frecuencia de distribucidn de los registros de fluorescencia
en trigos blandos tratados con clortolurédn.




CUADRO 4

Inhibicién fotosintética obtenida a T=0, en hojas de cultivares de T.turgidum L. var. durum Desf., después de 24h de tratamiento con clortolurén,
isoproturdn y metoxuron.

TESTIGO CLORTOLURON 1SOPROTURON METOXURON

| — e ——— —_ f o ——————— —— 1 |

2ppm 4ppm 2ppm 4ppm Zppm 4ppm ||

X an’ X an’ X an’ X an’ X an’ X ! X ot

MEXA 0.83 0.010 0.85 0,020 0.80 0.060 0.25 0.010 0.25 0.030 0.34 0005 | 083 ooz ||
ROQUENO 0.88 0.005 0.85 0.005 0.85 0.015 0.37 0.030 0.34 0.085 0.84 0.015 | 083 0.020
ESQUILACHE 0.35 0.015 0.86 0.001 0.84 0025 0.46 0.049 0.37 0.026 0.83 o011 | o83 0.020
VITRON 0.85 0.017 0.84 0.020 0.66 0.080 0.35 0011 0.31 0.015 0.87 0011 | 085 0.011

CIBELES 0.83 0.030 0.6 0.2 031 0.052 0.31 0.015 0.42 Q.052 0.83 0020 | 08t 0.020 |
JILOCA 0.85 0.025 0.85 0.010 0.77 0.120 0.39 0.052 0.35 0.005 0.85 0020 | 083 0.020
TEION 0.86 0.005 0.83 0.030 0.82 0.01¢ 043 0.040 6.31 0.020 0.83 o005 | 0.83 0.005
SAFARI 0.84 0.015 0.83 0.005 @81 0.025 0.30 0.005 0.29 0.020 082 0005 | 0.82 0.010
ANTON 0.83 0.015 0.84 0.010 0.74 0.140 0.33 0010 0.31 0617 0.83 0010 | 085 0.015
PARAMO 085 0.020 0.85 0.005 062 0.150 0.33 0,030 0.27 0.025 0.84 0.005 | 0.84 0.011
NITA 0.84 0.005 0.85 0.005 0.43 0,030 0.30 0.005 0.3 0.025 0.86 0005 | o7 a.080
BIDI 0.84 0.010 0.84 0.010 0.55 0230 0.25 0.026 0.24 0.011 0.57 0.005 | 085 0.011
CAMACHO 0.86 0.005 0.80 0.005 0.52 0.240 0.26 0032 0.3 0.036 0.84 0005 | 0.83 0.005
JABATO 0.85 0.01 0.84 0.005 0.80 0005 0.33 0.020 0.36 0.052 0.84 0005 | 084 0.0L0

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.




CUADRO 5

Inhibicion fotosintética obtenida a T=4, en hojas de cultivares de T.turgidum L.var. durum Desf.,después de 24h de tratamiento con clortolurdn,
isoprotur6n y metoxur6n,

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURGON
ey mecmrory e sz
2ppm 4ppm Zppm 4ppm 2ppm 4ppm
X n’! X on* X an! X o™ X an? X an’ X '
MEXA 0.82 0.030 0.84 0.010 0.83 0.005 0.63 0.150 0,33 0.005 0.84 0.005 0.83 0.010
ROQUENO 0.89 0.005 0.87 0.005 0.86 0.005 043 0.032 032 0.023 0.87 0.001 0.87 0.01¢
ESQUILACHE 0.85 0.011 0.85 0.001 0.85 0.015 0.39 0.090 0.31 0.620 0.85 0.005 0.86 0.005
VITRON 0.84 0.010 0.32 0.1 0.83 0.026 0.49 0.020 0.34 0.025 0.85 0.026 0.85 0.050
CIBELES 0.86 0.020 0.87 0.015 0.74 0.100 0.46 0.035 039 0.036 0.36 0.020 0.85 0.020
JHOCA 0.86 0.030 0.87 0.005 0.87 0.010 0.42 0.015 0.45 0.020 0.85 0.015 0.85 0.025
TEION 0.85 0.017 0.84 0.011 0.86 0.005 0.79 (.068 0.44 0.230 0.34 0.017 0.85 0.011
SAFARI 0.85 0.026 0.86 0.005 0.85 0.005 0.61 0.010 0.26 0.120 0.33 0.011 0.83 0.011
ANTON 0.86 0.010 0.85 0.015 0.83 0.023 0.80 0.010 0.63 0.025 0.82 0.010 0.81 0.030
PARAMO 0.83 0.010 0.84 0.005 0.82 0.010 0.80 0.015 0.79 0.015 0.83 0.030 0.84 0.030
NITA 0.83 0.015 0.85 0.015 0.84 0.032 0.24 0.043 0.20 0.040 0.84 0.011 0.85 a.m?7 "
BIDI 0.85 0.005 0.87 0.010 0.86 0.025 0.64 0.110 038 0.160 0.85 2.011 .86 0.017
CAMACHO 0.84 0.010 .82 0.005 0.70 0.095 0.51 0.100 0.43 0.060 0.84 0.015 (.84 0.015
JABATO 0.85 0.023 0.83 0.020 0.83 0.005 0.59 0.020 0.37 0.010 0.85 0.020 0.84 0.015

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



CUADRO 6

Inhibicién fotosintética obtenida a T=6, en hojas de cultivares de T.turgidum L.var.durum Desf. después de 24h de tratamiento con clortolurdn,
isoprotur6n y metoxuron.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
e = s e e m——

2ppm 4ppm Zppm 4ppm 2ppm 4ppm

X an X ont X o't X an’! X an X on’t X
MEXA 0.83 0.020 0.83 0.005 0.34 0.015 0.75 0.045 0.63 0.077 0.83 0.005 0.83 0,005
ROQUERO 0.83 0.020 0.84 0.001 0.84 0.005 0.80 0.058 0.52 0.100 0.83 0.005 0.84 0.016
ESQUILACHE 0.83 0.015 0.83 0.001 0.84 0.010 0.85 0.015 0.70 0.043 0.83 0.010 0.8 0.025
VITRON 0.34 0.005 0.82 0.025 0.83 0.015 0.84 0.005 0.60 0.030 0.85 0.026 0.83 0.011
CIBELES 0.82 0.025 0.86 0.010 0.85 0.005 0.85 0.015 0.82 0.036 0.85 0.025 0.86 0.020
JILOCA 0.83 0.005 0.84 0.015 0.84 0.015 0.86 0.005 0.85 0.005 0.39 0.015 0.83 0.015
TEION 0.85 0.005 0.82 0.023 4.83 (.005 .86 0.005 0.82 a.011 0.83 8015 0.83 0.018
SAFAR] 0.84 0.010 0.83 0.021 0.84 0.032 0.80 0.011 0.70 0.230 0.84 0.020 0.83 0.011
ANTON 0.83 0.005 0.85 0.005 0.84 0.005 0.85 0,001 0.64 0.030 0.84 0.010 0.84 0.005
PARAMO (.84 0.015 0.85 0.011 0.85 0.020 0.86 0.010 077 0.064 0.84 0.001 0.83 0.010
NITA 0.85 0.011 0.83 0.005 0.85 0.005 072 0.080 0.69 0.110 0.84 0.020 0.86 0.005
BIDI 0.84 0.010 0.83 0.025 0.86 0.010 0.87 0.011 0.72 0.220 0.85 0.020 0.85 0.017
CAMACHO 086 0.025 0.82 0.005 0.85 0.010 0.81 001t 0.7 0.010 0.85 0015 | 084 0.020
JABATO 0.83 0.005 0.83 0.010 0.83 0.005 0.83 0.005 0.70 G.130 (.84 0011 3.83 3.016
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Figura 12: FrecuenciE de distribucién de los registros de fluorescencia
en trigos duros tratados con clortolurén.
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Figura 13: Frecuencia de distribucién de los registros de fluorescencia
eh trigos duros tratados con isoproturoén.
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Figura 14: Frecuencia de distribucion de los registros de fluorescencia
en trigos duros tratados con metoxuroén.



CUADRO 7

Inhibicion fotosintética obtenida a T=0, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (disticas), después de 24h de tratamiento con clortolurdn,
isoproturén y metoxurén.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
e — | = —— -} —— — |
2ppm 4ppm Zppm 4ppm Zppm 4ppm
x ant X an’ X an? X an't X on’! X dn* x an!
PALLAS 0.84 0.005 3.33 0.011 0.30 0.035 0.35 0.036 .28 G015 0.33 0005 § 0.27 0.011
BEKA 0.83 0.030 0.32 0.030 0.29 0.055 0.26 0.020 0.26 0.015 0.31 6.051 | 0.24 0.028
ALPHA 081 0.025 0.22 0.026 0.19 0.024 0.24 0.030 0.19 0.005 0.20 0.032 | 0.20 0.037
{I TRAIT UNION 0.83 0.005 032 0.034 035 0.096 033 0.015 0.38 0.035 0.37 0.015 | 034 0.030
PRIVER 0.81 0.015 02 0.017 0.20 0.005 0.18 0.036 0.21 0043 0.22 0.010 | 0.22 0.025
KORU 0.80 3.005 0.26 0.047 0.28 0.061 0.28 0.010 0.21 0.015 0.24 0.015 | 0.22 0.030
KYM 0.80 0.010 0.20 0.025 0.17 0.013 0.25 0.005 0.20 0.020 0.20 0.020 | 0.19 0.028
FITAMARA 0.84 0.010 033 0.026 0.30 0.020 0.31 0.037 0.26 04037 0.32 0.050 | Q.27 0.047
UNION 0.85 0.015 0.33 0.065 0.29 0.046 0.35 0.m7 0.31 0.040 0.35 0.026 | 031 0.034
HASSAN 0.33 0.010 0.42 0.100 0.29 0.032 0.32 0.015 .32 0.025 0.33 0.025 | 027 0.049
LOGRA (.84 0.010 0.2t 0.005 0.18 0.020 0.22 0.015 023 0.020 0.22 0.0i1 | D19 0015
CLARET 0.84 0.001 0.32 0.0t5 0.31 0.015 0.64 0.170 0.32 0.001 0.68 0.04% | 0.4%9 (1.250
IRANIS 0.84 0.011 0.36 0.010 043 0.030 0.40 0.020 0.37 3.035 0.49 0.030 | 0.38 0.069
MENUET 0.85 0.005 0.29 0.030 0.28 0.026 0.33 0.032 0.33 0035 0.36 0020 | 0.20 0.060
GEORGIE 0.85 0.017 0.25 0.066 0.23 0.005 0.23 0.047 0.18 0.020 0.21 0.017 | 0.19 0.011
FLAVIA 0.84 0.010 0.32 0.075 0.35 0.046 0.35 0.026 0.32 0.055 0.60 0.180 | 0.38 0.045

1o valores preseatados son media de 10 repeticiones,




CUADRO 8

Inhibicion fotosintética obtenida a T=4, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (dfsticas), después de 24h de tratamiento con clortolurén,
isoproturén y metoxurdn.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
[ | e = = ——es .
2ppm 4ppm 2ppm 4ppm Zppm 4ppm I
X an? X an’ X a* X an” X ' X an" X an!

PALIAS 0.82 0.020 0.35 0.015 032 0.015 0.54 0.079 0.39 0.015 0.42 0.015 { 0.33 0.005
BEKA 0.82 0.011 0.45 0.010 0.34 0.068 0.26 0.058 023 0.040 0.39 0.020 |} 0.28 0.097
ALPHA 0.81 0.0t5 0.58 0.010 0.22 0.005 0.67 0.010 0.26 0.005 0.25 0030 | 0.25 0.010
TRAIT UNION 0.83 0.001 0.43 0.010 0.36 0.005 043 0.065 0.37 0.025 0.50 0.100 | 0.39 0.069
PRIVER 0.81 0.010 0.30 0.040 0.23 0.030 0.22 0.025 022 0.025 0.39 0.180 | 0.27 0.015
KORU 0.83 0015 0.22 0.011 0.23 ¢.005 0.73 0.055 0.60 0.050 035 0.017 | 043 0.035
KYM 0.80 0.020 0.21 0.010 0.18 0.010 0.24 0.015 0.16 0.040 0.26 0010 | 0.18 0.010
FITAMARA 0.85 0.015 0.47 0.037 0.28 0.036 081 0.058 0.79 0.060 0.67 0.060 | 0.65 0.020
UNION 0.82 6017 0.55 0.055 0.49 0.030 043 0.030 0.39 0.072 0.39 0.025 | 0.37 0.005
HASSAN 0.34 0.001 0.61 0.130 0.28 G.110 0.63 0.110 0,38 0.04] 0.58 009 | 0.53 0.110
LOGRA 0.82 0.017 0.30 0.085 0.28 0.072 .66 0.056 0.75 0.047 0.50 0015 | 0.2 0.011
CLARET 0.85 0.005 0.57 0.011 0.48 0.015 0.65 0.020 070 0.010 0.60 0011 | 0.59 0.020
IRANIS 0.82 0.020 0.81 0.026 0.76 0.020 0.83 0.005 0.60 0.010 0.84 0010 | 0.61 0.015
MENUET 0.85 0.010 0.54 0.005 0.45 0.026 0.74 0.017 0.67 0.011 0.56 0037 | 0.54 0.005
GEORGIE 0.83 0.011 0.19 0.005 0.21 0.010 0.33 0.015 0.24 0.020 0.25 0015 | 0.20 0.023
FLAVIA 0.82 0.005 0.64 0.017 0.51 0.026 0.77 0.015 071 0.017 0.69 0.010 | 0.53 0.017

[ —————— S e e

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



CUADRO 9

Inhibicién fotosintética obtenida a T=6, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (disticas), después de 24h de tratamiento con clortolurtn,
isoproturoén y metoxurdn.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON

———_ | [ ———— - | ————1 |

2ppen 4ppm 2ppm appm Zppm appm “

X ! X on! X an’t X an? X gn” X an’ X ot

PALLAS 0.81 0.030 0.67 o080 | o062 0.055 0.82 co11 | ost 0.015 0.81 DO0i1 | 063  0.092
BEKA 0.8 0.005 067 0070 | 0.62 0.035 0.82 co1s | 081 0.015 080 0020 | om 0.056
ALPHA 0.81 0.015 0.70 0.030 | 069 0.055 0.80 0005 | 0.64 0.015 062 0110 | 0.59 0.040
TRAIT UNION 083 0010 0.70 0035 | 069 0.140 072 0100 | 0.66 0.250 0.61 0190 | 0.61 0.150
PRIVER 0.82 0.010 0.79 po11 | 067 0.026 083  00i5 | 060 0170 081 0017 | 080 0.063
KORU 0.80 0.005 0.70 0058 | 067 0.047 0.81 0020 | 076 0025 068 0072 | 0.67 0.020

KYM 0.8 0.020 0.67 0005 | 066 0,005 0.69 0025 | o6t 0.120 072 008 | 0.73 oass ||
FITAMARA 0.83 0.025 0.71 0037 | 063 0.020 0.83 0032 | 081 0.030 079 6015 | 078 0.041
UNION 08 0030 0.69 006 | 067 0.065 080 0015 | 07 0.005 068 0015 | 0.63 0.087
HASSAN 0.84 0,015 0.73 0.020 | 067 0.010 0.85 oms | 078 0.040 080 0032 | 063 0.015

LOGRA 0.82 0.015 0.73 0.080 | 075 0.110 0.80 o011 | 080 0.040 0.74 0.100 | 0.67 0.035 "
CLARET 0.84 0.023 0.78 0015 | 076 0.010 079 0030 | 079 0.030 069 0030 | 067 0.026
IRANIS 080 0025 0585 0005 | 082 0.030 084 000t | 083 0030 076 002 | 064 0.010
| MENUET 0.80 0.015 0.65 0010 | 0.60 0.037 0.84 0015 | 072 0.100 0.64 0055 | 0.62 0.026
GEORGIE 0.83 0.030 0.63 0030 | 070 0.070 0.74 0010 | 056 0350 066 0060 | 062 0.075
FLAVIA 0.84 0.010 0.66 0020 | 0.64 0.010 0.81 0020 | 0678 0005 074 0020 | 0.69 0.025

i . _ I et

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.
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Figura 15: Frecuencia de distribucidon de los registros de fluorescencia
en cebadas de 2 carreras tratadas con clortoluron.
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Figura 16: Frecuencia de distribucion de los registros de fluorescencia
en cebadas de 2 carreras tratadas con isoproturén.
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Figura 17: Frecuencia de distribucion de los registros de fluorescencia
en cebadas de 2 carreras tratadas con metoxuron,



CUADRO 10

Inhibicién fotosintética obtenida a T=0, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (hexasticas), después de 24h de tratamiento con clortolurdn,
isoproturon y metoxurén.

TESTIGO CLORTOLURON [SOPROTURON METOXURON
- | ] [————
2ppm appm 2ppm dppm 2ppm appm
X an* X ant X an’* X ant X an’! X an* X o
ALBACETE | 0.85 0.011 0.57 0.020 039 0.037 0.42 0.015 0.36 0.064 0.50 0.160 032 0.025
_ H.DE GRIGNON 0.83 0.035 0.35 0.030 Q.24 0.100 031 0.015 0.38 0.055 033 0.015 0.35 0.036
BARBARROSA | - 0.85 0.005 G.27 0.005 0.28 0.005 0.32 0.020 031 0.032 033 0.055 0.29 0.005
ALSEKAL 0.84 0015 0.49 0.045 0.29 0.030 0.35 0.011 0.31 0.015 035 0.030 0.26 0.010
MONLON 0.85 0.015 0.39 0.014 (.38 0.026 0.33 0.026 0.32 0.026 041 0.005 0.3 0.011
BEGORA 0.84 0.005 0.42 0.020 0.30 0.005 035 0.010 0.30 0.005 0.28 0.005 0.29 0.005
PLAISANT 0.83 0.020 0.32 0.026 0.32 0.020 0.32 0.005 0.36 0.005 0.31 0.011 0.33 0.005
VEGAL 0.85 0.011 0.35 0.011 032 0.055 0.42 0.020 0.36 (.011 041 0.026 0.39 0.025 l|
DACIL 0.83 0.010 0.40 0.020 0.36 0.010 045 0.025 - 0.36 0.060 0.38 0.035 0.3t 0.041
TABAIBA 0.84 0.010 0.41 0.040 0.31 0025 0.39 0.001 0.39 0.015 .40 0.035 033 0.030
TECLA 0.82 0.010 0.30 0.010 0.38 0.050 0.35 0.026 .32 0.070 040 0.010 0.20 0.030
TINA 0.84 0.005 0.39 0.025 0.36 0.015 0.42 0.0 0.38 0.050 0.51 0.010 0.38 0.015
AURORA (.84 0.005 0.43 0.005 0.35 0.026 0.49 0.011 0.37 0.056 042 0.011 0.36 0.005
[ bt remrre———— — —— ]

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



CUADRO 11

Inhibicion fotosintética obtenida a T=4, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (hexasticas), después de 24h de tratamiento con clortolurdn,
isoproturén y metoxuron.

ir

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
e [ V0 - ——1
2ppm 4ppm 2ppm 4ppm . 2ppm 4ppm
X an? X an’! X ant X an’ X an’? X ot X an'
ALBACETE 0.85 0.005 0.75 0.017 0.64 0.050 0.65 0.050 0.62 0.015 0.73 0.010 0.67 0.063
H.DE GRIGNON 083 G.015 Q.72 0.098 0.66 0.011 083 0.011 0.82 0.015 0.74 0.100 0.69 0.150
BARBARROSA 0.85 0.005 0.64 0.110 0.30 0.032 042 0.020 0.47 0.260 043 0.020 0.41 0015
ALSEKAL 0.84 0.005 0.82 0.011 0.65 0.037 0.75 0.034 0.68 0.011 0.63 0.025 0.56 0.020
MONLON 0.82 0.010 0.78 0.075 0.74 0.020 07 0.026 0.64 0.036 0.74 0.020 0.54 0.078
BEGONA 0.83 0.005 0.64 0.020 0.56 0.030 0.44 0.020 0.42 0.032 0.69 0.052 0.54 0.020
PLAISANT 0.84 0.005 0.45 0.040 0.46 0.035 073 0.005 0.70 0.010 0.70 0.020 0.45 0.026
VEGAL 0.83 0.010 0.85 0.010 0.80 0025 0.84 0.010 0.80 0.025 0.82 0.017 0.60 0.046 it
DACIL. 0.84 0.005 0.66 0.035 0.58 0.015 0.84 0.010 0.45 0.005 0.75 0.037 0.54 0.026
TABAIBA 0.82 0.020 0.66 0.005 0.65 0.026 0.34 0.015 045 (.083 0.79 0.010 0.62 0.075
TECLA 0.83 0.015 0.84 0.005 0.79 0.050 0.84 0.010 0.84 0.010 0.83 0.010 Q.57 0.190
TINA 0.82 0.017 0.84 0.005 0.76 0.070 0.78 0.015 0.68 0.160 0.81 0.026 0.78 0.072
AURORA 0.83 0.005 0.83 0.025 0.74 0.041 0.82 0.032 0.78 0.026 082 0.015 0.80 0.020

Los valores cbtenidos son media de 10 repeticiones.



CUADRO 12

Inhibicion fotosintética obtenida a T=6, en hojas de cultivares de H.vulgare L. (hexasticas), después de 24h de tratamiento con clortolurén,
isoproturdn y metoxuron.

TESTIGOD CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
— .| — [ |
2ppm 4ppm 2ppm 4ppm 2Zppm 4ppm

X an’ X au’ X an! X o X oo’ X ant X an”
ALBACETE 0.85 0.005 0.83 0.005 0.81 0.025 0.83 0.010 0.83 0.020 0.87 0045 | 082 0.045
H.DE GRIGNON | 0.83 0.011 0.81 0.015 083 0.015 0.84 0.025 0.84 0.010 0.82 0013 | 078 0.032
BARBARROSA 0.85 0.005 0.82 0.010 0.74 0.15¢ 0.82 0.015 0.71 0.026 0.78 0.060 | 0.44 0.028
ALSEKAL 0.84 0.005 0.83 0.005 0.73 0.040 0.82 0.001 0.78 0.036 0.77 0.055 | 0.66 0.005
MONLON 0.84 0.011 081 0.017 0.83 0.010 0.84 0.015 0.61 0.140 0.83 0010 | 057 0.030
BEGONA 0.84 0.020 0.76 0.001 0.61 0.051 0.65 0.020 0.65 0.260 0.82 0011 | 0.64 0.130
PLAISANT 0.84 0.005 0.85 0.010 0.55 0.020 0.83 0.005 0.79 0.040 0.78 0052 | 054 0.010
VEGAL 0.83 0.015 0.83 0.025 0.80 0.058 0.84 a.011 0.84 0.005 0.78 0.020 | 059 0.020
DACIL 0.86 0.011 0.82 0.020 0.85 0.020 0.83 0.011 0.83 0.005 082 0.005 | 0.86 0,010
TABAIBA 0.85 0.026 0.84 0.025 0.85 0.015 0.84 0.005 0.86 0.010 0.84 0020 | 086 0.005
TECLA 0.83 0.010 0.84 0.015 0.84 0.011 0.85 0.010 0385 0.016 0.83 0017 | 080 0010
TINA 0.82 0.010 0.84 0.011 081 0.025 0.82 0.010 083 0.011 0.84 0015 | 0.82 0.043
AURORA 0.83, 0.020 0.85 0.015 0.80 0.010 0.85 0.010 0.84 0015 0.84 0011 | 084 0.010

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.
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Figura 18: Frecuencia de distribucién de los registros de fluorescencia
en cebadas de 6 carreras tratadas con clortolurén.



40

30-

20-

10

cebadas 6 carreras
isoproturon 4ppm

cebadas 6 carreras
isoproturon 2ppm

RN \_m

RN

ii el 22

0,1

02 03 04 05 08 07 08 09

B tiempc 0 EZtempo 4 [ _ltiempo 6 Bl tiempo 0 EZ tiempo 4 [_tiempo 6

Figura 19: Frecuencia de distribucién de los registros de fluorescencia
en cebadas de 6 carreras tratadas con isoproturén.
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Figura 20: Frecuencia de distribucion deilos registros de fluorescencia
en cebadas de 6 carreras tratadas con metoxurédn.



CUADRO 13

Inhibicion fotosintética obtenida a T=0, en hojas de triticales, después de 24h de tratamiento con clortolurén, isoproturén y metoxurdn.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON

I ‘ | 2ppm | O o || o | 4ppmn |

X an’ | £ | o | % | & | | X | & | x | & | | % | aw | x | . |

camarma | os3 fooor | | om | oo | om0 | eew | | o2 | oms | o | oms | | o4 | oo | 02 | oos |
TOROTE | os3 | oos | | o | o0 | o4 | ows | | os | oo | 03 [ oest | | e | coo | 0w | ocom |
TAJUNA | oss | oon | | oso | azse | oz | oms | | o2 | ooso | oz | ooo | | os2 | oo | 03 | oo7 |
BADIEL | oas | oots | | o3 | a0 | osm | oms | | o | oos | o3 | ooss | | 03 | ows | om | oms |
wanio | oss | oos | | o8 | coo | os | oest | | oz | ooes | oz | cow | | oes | omo | oss | oz |

I

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.



Inhibicion fotosintética obtenida a T=4, en hojas de triticales, después de 24h de tratamiento con clortolur6n, isoproturén y metoxurén.

CUADRO 14

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
l [ om ] [ om 1w [ o | o ]
X an’ | X | an? I X I ' | I X | an’ | X l an ‘ I X I o’ l X | an’! "
| camarma | o8t | oot | | o8 | ooes | om | omo | | oe2] cos | o3 | eos | | oss | ows | oss | oo |
| Torome | os¢ | oos | | oss | oo | oss | oo | | osi| os00 | 03 | oos | | oss | oow | os | amw |
| ramra | oss | oos | | os4 | oo | o8 | oo | | aes | oo | ost | aour | | css | cor0 | oss | oo |
| sapIEL | o085 | oo | | os3 | om0 | o3 | ooss | | oas | ooss | 022 | oors | | o5 | omo | o3z | oo |
| wanwo | oss | ooz | | oss | oos | os | oou | | o | oo | o4 | oos | oor | om7 | o3 | ooso |
— ]

Los valores presentados son media de 10 repeticiones.




CUADRO 15

Inhibicién fotosintética obtenida a T=6, en hojas de triticales, después de 24h de tratamiento con clortotur6n, isoproturén y metoxur6n.

TESTIGO CLORTOLURON ISOPROTURON METOXURON
e | S 1

| 2pm | spom | | 2 | 4pm | | 2ppm 4ppm il
X an’! ! | X | an’? | X T an’ | | X I ant l X I an' l | X | an* | X | an’ ||
| camarma | o8 | oo | | o | oos | om | oo | | 061 | o010 | oes | oro | | o8 | omus | o8 | coso |
| Torote | oss | oozs | | oss | ooos | ose | oo | ] om | omo | esa | oz | | es | oo | oss | oos |
| ramwsia | o8« | oou | | os | oos | oss | oo | | ose | oom | osa | oor | | o& | oos | os | oos |
| sapiEL | o8 | oos | | cae | ooz | om | oms | | oer | oo | oss | oovs | | o | ooz | om | omo |
|| JUANILLO I 0.3 I 0.020 | | 0.83 | 0.015 l 0.82 | 0.051 | | 0.84 l 0.005 | 0.84 1 0.036 | | 0.84 0.005 | 0.84 I 0.020 “
. I E— - S

Los valores presentados son media de 10 repeticiones,




CAPITULO 4. RESPUESTA EN PLANTA ENTERA
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4.1. INTRODUCCION

Los test biolégicos o bioensayos, son definidos por Streibig (1988) como
experimentos encaminados a estimar la potencia de un herbicida analizando las

reacciones que siguen a su aplicacion en un organismo vivo.

Los bioensayos constituyen un método adecuado para evaluar el efecto que
produce la presencia de herbicidas en el vegetal, siendo los procedimientos fisicos y

quimicos mas adecuados para la identificacién de estos productos (Neururer 1975).

Puesto que el crecimiento vegetal se encuentra directamente influenciado por las
condiciones medioambientales,tales como temperatura, humedad, iluminacién etc..,
resulta necesario controlar el mayor niimero posible de variables en cada uno de los

experimentos.

Segiin Santelmann (1977), existen dos tipos de respuestas medibles para evaluar
del efecto que un herbicida produce en la planta:
a) Respuesta de una parte de la planta: Tales como clorosis 0 necrosis,
multiplicacién de células, elongacién de raices etc..
b) Respuesta de la totalidad de la planta: Evaluando la inhibicién del

crecimiento mediante variables como peso fresco o peso seco.

La evaluacion de la variable "peso seco" resulta ser un método adecuado y
cémodo de estimacién empleado por numerosos autores (Phillips 1959; Goodin y
Chang, 1969).
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Algunos autores expresan la sensibilidad de una planta a un herbicida en
términos similares a los empleados en estudios de toxicologia animal. Con estos valores
se representa la concentracién requerida de herbicida para inhibir el crecimiento de una

planta al 50%, denominandose L.D50, GR50 o ED50 (Sheets 1959; Upchurch y Mason,
1962).

Para la realizacién de ensayos bioldgicos en laboratorio, con herbicidas de
absorcion radicular, es posible utilizar diferentes sustratos tales como tierra, arena,
vermiculita, papel de filtro o sustrato liquido. El empleo de un sustrato liquido es
utilizado por muchos autores ( Parker 1965; Truelove et al. 1974; Lehoczki et al. 1984)
ya que resulta adecuado para facilitar la disponibilidad del herbicida por €l sistema
radicular de la planta.

La respuesta al herbicida clortolurén, de los cultivares y malas hierbas elegidos,
se estudia mediante la utilizacion de ensayos biologicos realizados en sustrato liquido

y considerando para la evaluacion del efecto la variable "peso seco”.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

Se utilizan semillas de los cultivares de trigo blando 'Castan' , 'Recital’ y
'Anza’, del cultivar de trigo duro 'Roquefio’, del cultivar de cebada ‘Barbarrosa' y de
los triticales "Tajufia’ y 'Badiel’, asi como caridpsides de las malas hierbas B. diandrus

y A. sterilis ssp ludoviciana.

Experimento 1

Las plantas crecen en cultivo hidropdnico durante 6 dias, como se detalla en
2.6.1. En el momento en que las plantas se encontran en el estado 12 (Tottman 1987),
se realiza el tratamiento herbicida con clortolurén a 0.5-1-2-4 y 6 ppm, durante 24h.

El niimero de plantas por vaso es de cinco, efectuando 10 repeticiones por tratamiento.

Transcurridas 24h, se corta la parte aérea de 5 de las 10 repeticiones empleadas,
pracediendo a su secado. Seis dias més tarde se cortan las repeticiones restantes.

La camara empleada poseia alternancia de 16h. luz y 8h. oscuridad, con
intensidad luminosa de 100 uE m’s? y temperaturas de 24% 1° Cmax. y 16 * 1° C

min.

La relacion P, - P;, se emplea para evaluar el efecto producido por el herbicida,
obvidndose asi las diferencias de crecimiento anteriores a su aplicacion, siendo:
P, = Peso seco al sexto dia de retirar el tratamiento

P, = Peso seco el mismo dia de retirar €l tratamiento
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Los datos se analizan mediante el andlisis factorial de la varianza segin el
modelo Yy =p + o; + B; + aff; + w(;) (Sokal y Rohlf, 1981). Posteriormente se

utiliza el test de Duncan (1955) para la comparacion de las medias obtenidas.

Experimento 2

Se sigue idéntico procedimiento que en el experimento anterior, realizando en
este caso los tratamientos con clortolurdn a las dosis de :

a)0-2-4-6-8y 10 ppm. para 'Castan’, 'Roquefio’ y 'Tajuiia’

b) 0 -025-05-1-2y 4 ppm. para 'Barbarrosa’, 'Recital’, 'Badiel', B.

diandrus y A. sterilis ssp. ludoviciana

¢)0-1-2-4-6y 8 ppm. para 'Anza’

Las condiciones de la cdmara de crecimiento son iguales al experimento anterior,
asi como el empleo de la relacién Py - P, para evaluar el efecto producido por el

herbicida.

La sensibilidad de los diferentes cultivares de cereales y malas hierbas, se
analizan tomando la inhibicién del incremento de peso seco respecto al testigo,
mediante el método de analisis Probit (Finney 1971), para la inhibiciéon del 50% de
peso seco (LD50). Los limites fiduciales se calculan al 95% de confianza, exceptuando

en A.sterilis ssp. ludoviciana que se hizo al 90%.



97

43.RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 16 muestra los valores de los incrementos de peso seco (P, - Py) de
la parte aérea de las plantulas, obtenidos en los tratamientos con clortolurén en los

distintos cultivares de los cereales y de las malas hierbas estudiados.

En estos resultados podemos observar que el efecto del clortolurdén divide al

diverso material ensayado en tres grupos:

1. Un primer grupo, en €l que se encuentran los cultivares ‘Castan’ (trigo
blando) y Tajufia' (triticale) , en los que ninguna de las dosis del herbicida empleadas

les afecta significativamente.

2. Un segundo grupo, en el que el clortolurén comienza a afectar
significativamente en algunas de las dosis ensayadas , y en el que se agrupan los
cultivares 'Roquefio’ (trigo duro), que a dosis de 4ppm muestra una reduccién
significativa en el incremento de peso de un 40%, 'Anza' (trigo blando), con una
reduccion significativa a 2ppm de clortolurén del 35% y la cebada 'Barbarrosa' que es
afectada significativamente a la dosis de 1 ppm, con una reduccion del 35% del

incremento del peso seco.

3. Un tercer grupo, en el que se encuentran 'Badiel' (triticale) y 'Recital’ (trigo
blando), asi como las malas hierbas A.sterilis ssp. ludoviciana y B.diandrus, afectadas

significativamente a todas las dosis ensayadas del herbicida clortoluron.
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Esta respuesta al herbicida clortolurdn, se ha relacionado en ensayos analogos,
pero utilizando la variable peso seco final, con cultivares de trigo blando de los que se
conocia la sensibilidad de este herbicida en campo, en Francia (Cadahia et al. 1982) y
en Espaiia (Sixto y Garcia-Baudin, 1988).

Los autores citados estiman que Ia tolerancia de los cultivares en ceteales al
clortolurdn se puede considerar cuando estos no son afectados significativamente a la
dosis de 2 ppm del herbicida, por 1o que segtin nuestros resultados seran tolerantes al
herbicida los cultivares 'Castan’ (trigo blando), "Tajufia’ (triticale) y 'Roquefio’ (trigo
duro), presentando el resto de cultivares y malas hierbas una mayor o menor
sensibilidad.

En un segundo experimento, cuyos resultados se presentan en el Cuadro 17, se
estudia la sensibilidad de las diferentes especies, estimando las dosis del herbicida
clortolurdn necesarias para reducir €l 50% del incremento de peso seco (Ps-Py) de la
parte aérea de las plantulas (1.D50), calculdndose los limites fiduciales con un 95% de

confianza.

En este cuadro podemos observar que el material vegetal estudiado se puede
dividir, en relacién a la respuesta al clortolurén, en tres grupos. El primero de ellos
agrupa a los cultivares 'Castan' y 'Anza’ (trigos blandos), 'Roquefio’ (trigo duro) y
'Tajufia’ (triticale), en los que la dosis letal 50 varia entre 5,5 y 9,6; un segundo grupo
que incluye el cultivar de cebada 'Barbarrosa’ y la mala hierba B.diandrus,muestran un
LD50 de 1,3 y 2,3 respectivamente, agrupandose el cultivar de trigo blando 'Recital’,

el triticale 'Badiel' y la mala hierba A.sterilis ssp. ludoviciana, en un tercer grupo con



LD50, alrededor de 0,6.

A la vista de estos resultados comparamos las sensibilidades de los cultivares
y malas hierbas estudiados, para una reduccién del 50% (LD50), calculando las rectas
de regresién Probit-logaritmo de las dosis paralelas, representadas graficamente en la
Figura 21, en la que se comprucba la existencia de los tres grupos citados

anteriormente.

La tolerancia de los cultivares del primer grupo es de 4 a 7 veces mayor que la
de Ia cebada 'Barbarrosa’ y de 9 a 16 veces mayor que la mostrada por ios cultivares
'Recital’ (trigo blando) y '‘Badiel' (triticale), lo que sugiere una gran variabilidad en

la respuesta de los cereales al clortolurén.

Incluso entre cultivares pertenecientes a la misma especie, se pone de manifiesto
esta gran variabilidad, puesto que en T.aestivum el cultivar 'Castan' tolera 16 veces
mas, a este herbicida, que el cultivar 'Recital' y en los triticales, el cultivar Tajufa’

tolera més de 9 veces que el cultivar 'Badiel'.

Respecto a las malas hierbas, observamos que B.diandrus tolera casi 4 veces mas
el clortolurén que A.sterilis ssp. ludoviciana, asi como los cultivares sensibles a este
herbicida 'Recital' (trigo blando) y 'Badiel' (triticale), siendo semejante su tolerancia

a la mostrada por la cebada 'Barbarrosa’.

La mala hierba A.sterilis ssp. ludoviciana, considerada como sensible a este

herbicida, tiene una respuesta similar a los cultivares 'Recital' (trigo blando) y
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'Badiel'(triticale).

Por lo expuesto, podemos sugerir que con el empleo de la variable "incremento
de peso seco (P-Py)" ,la dosis de 1 ppm de clortolurdn es suficiente para diferenciar
cultivares tolerantes y sensibles a este herbicida, en comparacién con la dosis de 2ppm,
necesaria cuando se utiliza la variable "peso seco final (P,)" descrita anteriormente

(Cadahia et al. 1982; Sixto y Garcia-Baudin, 1988).

El empleo de esta variable "incremento de peso seco (Ps-P,)" es més estricta
para determinar selectividad varietal en cereales al clortolurén que la variable "peso
seco final (P)", 1o que parece l6gico puesto que estudia el efecto del herbicida sobre

el crecimiento real de la planta.

Asimismo, se comprueba la gran diferencia de tolerancia al clortolurén en los
diferentes cultivares de cereales, diferencias que se detectan en el interior de una misma
especie, encontrandose cultivares de trigo blando y triticales con una sensibilidad a este
herbicida semejante a la de A. sterilis ssp. ludoviciana, mala hierba sensible a este

herbicida.

Se confirma la diferencia de sensibilidad entre las malas hierbas estudiadas
A.sterilis ssp. ludoviciana y B.diandrus, sensible la primera y tolerante la segunda al

clortolurén en campo.

El control de A.sterilis ssp. ludoviciana es posible con el herbicida clortolurén

en cereales, si bien es necesario conocer 1a respuesta al herbicida de cada cultivar
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debido a que se encuentran cultivares con una sensibilidad a 1a mostrada por esta mala
hierba.

La utilizacién de un método simple como el expuesto, podra servir para evaluar
cultivares tolerantes a este herbicida, y evitar los dafios producidos a los cereales por
el clortolurén, como asimismo para ser utilizado por los mejoradores de cereales en la

consecucion de cultivares tolerantes a este herbicida.



CUADRO 16

Valores de los incrementos de peso seco en parte aérea, en cultivares y malas hierbas tratados con clortolurén,

T.aestivum Triticale T.mrgidum= T.aestivum H.vulgare Triticale T.aestivum B.diandrus ?ﬂ
) var.durufn sspludoviciana

CASTAN TAJURA | ROQUENO ANZA BARBARROSA | BADIEL RECITAL
| oppm | B1a | w6a | 20a | s | 152 | ma | 32a | ®a | 1w0a |
| osppm | 1328 | 32a | w0ta | 1s1a | 161 ab | &b | &b | s | s |
| 1ppm | 3ea | 17a | 1mas | 128a | 126b | sebe | e0b | b | 28 b |
[ 2ppm | 1242 | 132a | a [ o | st ¢ | 4 ¢ | 39 ¢ | v | 18 |
| wom | 1238 | 1t6a | wmeb | 74 b | ne | 9 af| w0a | 3] 1u e |
| opom | o9sa | 1142 | wmow | 6 ¢ | 6 ¢ | a | | 2 | 8 ¢ |

Los valores, expresados en gramos, son media de 5 repeticiones.
Las medidas con la misma letra no difieren significativamente al 1%, dentro del mismo cultivar.




Sensibilidad de los cultivares y malas hierbas a clortolurn®.

CUADRO 17

ESPECIES RECTA DE L.D50 LIMITES FIDUCIALES
REGRESION (al 95%)
T.aestivum CASTAN y=3,1356+1,8961x 9,6209 6,6191;12,7337
T.turgidum var.durum ROQUEﬂO y=2,1516+3,0665x% 8,4888 7,6643;9,6694
T.aestivum ANZA y=2,1123+3,6535x 6,1710 4,9588:8,6078
Trificale TAJUNA y=2,9459+2,7862x 5,4601 4,5567;6,5259
B.diandrus y=4,6363+1,0279x 2,2579 1,3088;3,6103
H.vulgare BARBARROSA y=4,6901+2,6814x 1,3048 1,0129;1,7069
Triticale BADIEL y=5,4394+2,1814x 0,6296 0,3318;0,9940
A.sterilis y=5,4387+1,9532x 0,5961 0,2673;0,9851
ssp.fudoviciana’
T.aestivum RECITAL y=5,5933+2,5233x 0,5819 0,4020,0,7845

3 Valores obtenidos mediante el método Probit.

* L.fiduciales al 90% de probabilidad.
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Figura 21: Representacion grafica de las rectas de regresion paralelas.



CAPITULO 5. ACTIVIDAD FOTOSINTETICA
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5.1.INTRODUCCION

El andlisis de las cinéticas de la fluorescencia clorofilica, constituyen una
herramienta de trabajo adecuada cuando la cadena transportadora de e- se ve
interrumpida por la presencia de herbicidas inhibidores del PSII. El procedimiento de
obtencién de las medidas resulta Gtil por su rapidez y la no destruccion del material

vegetal (Zankel y Kok, 1972; Richard et al. 1983).

La inhibicién de la bajada lenta de fluorescencia P—S por compuestos
inhibidores, ha sido utilizada en estudios de destoxificacién de herbicidas (Ducruet y
Gasquez, 1978; Daniell et al. 1981); siendo empleada en este trabajo en el Capitulo 3.
No obstante esta fase puede verse afectada por factores redox y no redox
(Papageorgiou 1975; Lavorel y Etienne, 1977), dificultando asi la obtencién de

pardmetros cuantitativos.

Un segundo camino para cuantificar la inhibicion del PSII, provocada por
herbicidas inhibidores, consiste en aprovechar las primeras fases O — 1 — P del
incremento de fluorescencia que reflejan esencialmente el paso Q, — Q, (Brewer et
al. 1979; Cadahia et al 1982; Mona et al.1991), si bien el procedimiento de obtencion
de estas medidas resulta menos asequible por la necesidad de un equipamiento mas

complejo.

La destoxificacion del herbicida, que puede provenir de la rotura del herbicida
o de otros procesos de inactivacion, ha sido investigada a través del estudio de la fase

I — P de fluorescencia, ocurriendo ésta en cultivares tolerantes o intermedios, mientras
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que no es observada en cultivares sensibles (Leroux 1982; Van Leewen y Van

Oorschot, 1976; Cadahia et al. 1982).

Para el estudio de la cinética de destoxificacion del herbicida clortolurén, en los
cultivares seleccionados, hemos utilizado la fase rapida I — P de fluorescencia,

detectable con un registrador de respuesta rapida.
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5.2. MATERIAL Y METODOS

Se emplean semillas de los cultivares de trigo blando 'Castan', "Recital' y
'Anza’, del cultivar de trigo duro 'Roquefio’, del cultivar de cebada 'Barbarrosa’ y de
los triticales 'Tajufia’ y '‘Badiel' asi como caridpsides de las malas hierbas gramineas

B.diandrus y A. sterilis ssp. ludoviciana.

Las plantas crecen en cultivo hidropdnico durante siete dias en camara con 100
uEm’ s? de intensidad luminosa, alternancia de 16 h luz y 8 h oscuridad, y
temperatura de 2421°C en luz y 1631°C en oscuridad; realizandose el tratamiento

herbicida con clortolurén a dosis de 2 y 4 ppm durante 24 h.

Nada maés retirar el tratamiento (T=0) se comienza a obtener los registros de
fluorescencia, usando un detector Hansatech LD1 asociado a un programa de

computador similar al descrito por Ducruet et al. (1984) y que se detalla en 2.7.2.

Se realizan 10 medidas por planta en cada tratamiento, asi como 10 medidas de
plantas control no sometidas al herbicida. Las detecciones se efectuan a tiempos 0, 2,

4 y 6 desde la retirada de los tratamientos.

La estimacion cuantitativa de la inhibici6n se determina por el radio FI/FP como
sefiala Cadahia et al. (1982), analizando los datos mediante el anélisis factorial de la
varianza segln el modelo Yj=u + a; + 8, + aB; + p; (Sokal y Rohlf, 1981). El

test de Duncan (1955) se utilizé para la comparacién de las medias obtenidas.
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Asi mismo se dermina el porcentaje de inhibicién de los centros del PSII
bloqueados por el herbicida mediante la ecuacién (aF-F) x 100/1- 4F, ( Ponte-Freitas
et al. 1991) donde F es el radio FI/FP y F, el valor correspondiente en plantas

control no sometidas a tratamiento.
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53.RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 18 muestra las medidas de fluorescencia clorofilica, obtenidas
mediante la relacién 1/P, después del tratamiento con clortolurén, a 2 y 4ppm, en los
distintos cultivares de cereales y malas hierbas estudiadas.Igualmente se presentan los

coeficientes de variacion (o/a Fo) en plantas control no sometidas a tratamiento.

Los datos presentan pocas variaciones en los radios I/P de plantas control, tanto
de los cultivares como de las malas hierbas, siendo los coeficientes de variacion

menores del 10% lo que permite la obtencién de medidas lo suficientemente precisas.

En los cultivares de trigo blando 'Recital' y 'Anza’, la cebada 'Barbarrosa' y
los triticales "Tajufia’ y 'Badiel' asi como en las malas hierbas B.diandrus y A.sterilis
ssp. ludoviciana se puede observar, una vez finalizado el tratamiento de 24h (T=0) con
clortolurén 2ppm, que éste se ha absorbido por la raiz y ha alcanzado el lugar de
accion, lo que se aprecia por la inhibicién fotosintética reflejada en el aumento de la
fluorescencia de plantas tratadas respecto a sus testigos, inhibicién que es altamente
significativa (Cuadro 18).

El cociente I/P1 indica un bloqueo del 100% de los centros del PSII, (Cuadro
19).

En el caso de los cultivares 'Castan' (trigo blando) y 'Roqueiio’ (trigo duro),
se observa al finalizar el tratamiento (T=0) , una inhibicién parcial de la fotosintesis

presentando valores cercanos al control, con un 38% y 23% respectivamente de centros
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bloqueados, si bien 'Castan’ difiere significativamente de su testigo (Cuadro 19).

La menor inhibicién fotosintética detectada en estos cultivares, puede indicar
una menor absorcién del herbicida o la inactivacion del mismo en la planta,

incapacitandola para alcanzar el lugar de accién en una concentracién suficiente para

ser detectada.

Segin Ducruet et al. (1984), la fraccién bioldgicamente activa de herbicida,
detectada por técnicas de fluorescencia, puede ser menor que la cantidad de herbicida
presente, debido a que parte de €] puede verse inactivado por particién o adsorcion en
los tejidos. Ello, puede explicar las diferencias cuantitativas observadas entre las

detecciones de fluorescencia y las detecciones bioquimicas del herbicida.

A lo largo del periodo de ensayo, es posible observar, que el efecto de 2ppm
de clortoluron divide al material estudiado en dos grupos:

Un primer grupo, en el que se encuentran los cultivares de trigo blando 'Castan’
y 'Anza’, el trigo duro 'Roquefio' y el triticale "Tajufia’ asi como la mala hierba
B.diandrus en el que para la dosis aplicada (2ppm), se produce una disminucion
progresiva de la fluorescencia emitida por las hojas, llegando al sexto dia a ser similar
a la detectada en sus correspondientes controles; si bien esta se produce maés

rapidamente en 'Castan’, 'Roquefio’ y Tajufia’.

Por el contrario, un segundo grupo donde se incluyen el trigo blando 'Recital’,

el triticale 'Badiel’, 1a cebada ‘Barbarrosa' y la mala hierba A.sterilis ssp. ludoviciana,
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mantienen la inhibici6n a lo largo del ensayo, inhibicién que difiere significativamente

respecto a sus controles.

No obstante, se observa, que esta inhibicién es mayor en el caso de Recital',
‘Badiel' y A.sterilis ssp. ludoviciana, donde el % de centros del PSII bloqueados por
el herbicida es del 81,93 y 97% 1espectivamente, frente a 'Barbarrosa’ que muestra un
56% de centros bloqueados (Cuadro 19).

Cuando el tratamiento se realizé con 4ppm de clortolurén, se observa que en
todos los cultivares de los cereales y malas hierbas ensayados, el herbicida, se ha
absorbido por la raiz y ha alcanzado el lugar de accién, produciéndose una inhibicién
de la fotosintesis que se refleja en un considerable aumento de la fluorescencia emitida
por las hojas respecto a sus controles, inhibicién que en todos los casos es altamente

significativa (Cuadro 18).

La evolucion seguida por el material de ensayo frente a la dosis més alta de

aplicacion, no es igual en todos los casos, pudiendo diferenciarse dos grupo claros.

El primero de ellos incluye los cultivares de trigo blando 'Castan’' y 'Anza’, el
trigo 'Roquefio’, el triticale "Tajufia’ y la mala hierba B.diandrus, en los que se
produce una disminucion progresiva de la fluorescencia emitida por las hojas, llegando
a T=6 a no diferir significativamente de la fluorescencia detectada en plantas testigo
(Cuadro 18).

Sin embargo, es posible apreciar una mayor rapidez en la destoxificacién del
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clortolurén (4ppm), en los cultivares 'Castan’ y 'Roquefio’, puesto que la recuperacion
se produce al segundo dia de retirar el tratamiento (T=2) , presentando tan solo un 0

y 4% rtespectivamente de centros del PSII bloqueados por el herbicida (Cuadro 19).

Un segundo grupo incluye los cultivares 'Recital' (trigo blando), 'Barbarrosa’
(cebada), 'Badiel' (triticale) y la A.sterilis ssp. ludoviciana, en los que se mantiene
una inhibicion de la fotosintesis a lo largo del periodo de ensayo que es significativa

en relacion a sus testigos (Cuadro 18).

Esta inhibicién es, no obstante, mucho mayor en los cultivares 'Recital’,
‘Badiel' y A.sterilis ssp. ludoviciana, presentando valores de 100,95 y 100%
respectivamente de centros bloqueados, frente a el cultivar de cebada 'Barbarrosa’ que

muestra un 61%.

De la observacion de los resultados, se desprende que los coeficientes de
variacién observados son similares a los obtenidos por Cadahia et al. (1982) y Ducruet

(1983), permitiendo la obtencidn de medidas suficientemente precisas.

La recuperacion de la fase termal I/P, resultado de la reapertura de los centros
del PSII, sucede para algunos cultivares de cereales y de malas hierbas estudiadas y
no para otros, hecho este que resulta concordante con los resultados obtenidos cuando
la variable a considerar fue el incremento de peso seco. La buena correlacion existente
entre los ensayos de fluorescencia clorofilica con la de susceptibilidad varietal a
clortolurén esta descrita en cultivares de trigo por Leroux (1982) y Cadahia et al.
(1982).
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Incluso entre cultivares que pertenecen a la misma especie, se pone de
manifiesto una diferente capacidad de destoxificar el herbicida clortolurén, ya que en
T.aestivum el cultivar 'Castan' destoxifica rdpidamente sin que ésta se produzca en el
cultivar 'Recital’, siendo esto similar a lo descrito por Leroux (1982) en cultivares de

esta especie tratados con clortolurén.

La diferente capacidad para destoxificar este herbicida, se observa también entre
triticales, como lo demuestra la diferente capacidad observada entre 'Tajuia’ y

'Badiel', hecho este del que no conocemos referencias.

La tolerancia mostrada por los cultivares 'Castan’ y 'Roquefio’ parece no
justificarse solo por la destoxificacién del herbicida, teniendo que considerar que otros
procesos tales como diferencias de absorcion, translocacién o inactivacién del producto
puedan estar implicados, impidiendo que el herbicida alcanze el sitio de accién en
concentracién suficiente, ya que la emision de fluorescencia a T=0 fué muy inferior

al del resto de los cultivares.

El cultivar tolerante "Tajufia’, mostrd inhibicién total a T=0, lo que sugiere que

su tolerancia se deba a procesos de degradacion del herbicida.



CUADRO 18

Inhibicion fotosintética', segiin el valor FI/FP, en cultivares y malas hierbas después de 24h de tratamiento con clortolurén.

ESPECIES Coeflcientes de CONTROL (Medias I/P) 2ppm (Medias 1/P) 4ppm (Medias 1/P)

variacion

d/aFy T=0 T= T=4 T=6 T=0 T=2 T=4 T=6 T=0 T=2 T=4 T=6
T.aestivum CASTAN 6.2% 048a 048a 0.54a 0.55a 068b 0492 055a 054a 083 048a 0.53a 0.55a
T.aestivum RECITAL 3.9% 045a 049a 048a 051a 099¢ 099 099%¢ 091b 1le le 0.99¢ 091b
T.aestivum ANZA 2.1% 050a 053a 054a 0.53a 092¢ 080d 057b 0.53a 095f 0.85d 062c 053a
T.turgidum ROQUENO 10% 0.43a 047a 054a 054a 0.57ab 0493 054a 0.54a 072b 0482 0552 0.55a
I;::;;:r"e BARBARROSA  6.6% 0.51a 0.54ab 0.55b 0.54ab le 099 090d 082¢ le le le (0.83¢
Triticale TAJUNA 8.5% 0.47a 053b  053b  0.58cd 099f 0.55bc 0.55bc 0.57cd if 096e 060d 0.60d
Triticale  BADIEL 6.9% 051la 0.55b 057 057b ic Ic 099 097 1ec 1e 1ec 0.98¢c
B.diandrus 0.9% 052a 0538 053a 0.53ab le 0.71d 062c¢ 0.56b le 098 063c 0.60b
A.sterilis ssp.ludoviciana 7.5% 0.55a 0.58sb 0.62b 061b 1le 1c lc 0.99¢ 1c 1c 1c 0.99¢

1Las medias con la misma letra no difieren significativamente al 1% dentro de cada cultivar.



T.aestivum
T.aestivum
T.aestivum

Titurgidum
var. durum

H.vulgare
Triticale
Triticale
B.diandrus

A.sterilis

CASTAN
RECITAL
ANZA

ROQUENO

BARBARROSA
TAJUNA

BADIEL

ssp. ludoviciana

Porcentajes de inhibicién del PSII en cultivares y malas hierbas.!

CUADRO 19

lLos porcentajes se determinan mediante la ecuacion pF-,F, x 100/1- ,F,, donde ,F=FI/FP y ,F =valores control.

2ppm 4ppm

T=0 T=2 T=4 T= T=0 T=2 T=4 T=6
8% 2% 2% 0% 67% 0% 0% 0%
100% 98% 98% 81% 100% 100% 100% 100%
84% 57% 6% 0% 0% 66% 17% 0%
23% 4% 0% 0% 50% 4% 2% 0%
100% 100% 7% 56% 100% 100% 100% 61%
100% 4% 4% 0% 100% 749 14% 2%
100% 100% 100% 93% 100% 100% 100% 95%
100% 42% 19% 0% 100% 95% 21% 0%
100% 100% 100% 97% 100% 100% 100% 100%



CAPITULO 6
NIVELES DE HERBICIDA EN PLANTA
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6.1. INTRODUCCION

El estudio de los residuos de herbicidas derivados de la urea ha sido abordado
mediante diferentes métodos analiticos, como son el analisis colorimétrico despues de
la hidr6lisis a anilina y su posterior diazotacion (Bleidner et al. 1954), 1a cromatografia
de liquidos de alta eficacia (HPLC) con detector ultravioleta (UV) (Lawrence y Laver,
1975),la cromatografia en capa fina (TLC) con la utilizacién de diferentes reveladores
(Smith y Lord, 1975; Abbot et al. 1967), o la cromatografia gaseosa (Only et al. 1968;
Grob 1981).

Los métodos de cromatografia gaseosa son en general preferidos para el analisis
de trazas, surgiendo algunos problemas en la determinacion directa de fenilureas debido
a su inestabilidad térmica. Se ha propuesto obtener derivados de estos compuestos,
principalmente alquilicos, como férmula para evitar la descomposicion térmica

(Lawrence y Laver, 1975; Ogierman 1985).

A pesar de ello, la determinacion directa por cromatografia de gases es
ampliamente utilizada (Katz y Richard, 1969; McKone 1969), habiéndose empleado
para la determinacién del herbicida clortolurén por diferentes autores (Grob 1981;

Deleu 1977; Buser y Grolimund, 1974; Tadeo et al. 1989 ; Brodesser et al. 1990).

El herbicida clortolurén, empleado en nuestro trabajo, presenta dos vias
principales de metabolizacion en cereales y su flora asociada {Cole y Owen, 1987;
Gross et al. 1979). Una de ellas es la N-desmetilacion, lo que conduce después de dos

pasos sucesivos a un metabolito N-didesmetilado no fitotoxico. Esta via de
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destoxificacion es seguida prioritariamente por las malas hierbas (Ryan y Owen, 1982).

La segunda ruta posible para el clortolurén es la hidroxilacién del metilo unido
al anillo,lo que conduce a metabolitos no fitotdxicos susceptibles de conjugarse con
azicares. Esta es la ruta de destoxificacién seguida por los cereales, pudiendo atribuir
en parte la selectividad del herbicida a estas diferencias en el metabolismo. Sin
embargo existen diferencias de selectividad por parte de cultivares de trigo que

presentan el mismo patrén metabdlico (Cabanne et al. 1985).

En general, la determinacién de los niveles de estos herbicidas en material
vegetal estan orientados por un lado a la determinacion de residuos en especies de
interés alimentario y por otro a profundizar en el conocimiento de las causas de la

selectividad.

El propésito de este estudio ha sido evaluar los niveles del herbicida clortolurén
y su variacion en el tiempo, en los cultivares y malas hierbas objeto de nuestro estudio,
con ¢l fin de conocer si la tasa de destoxificacion puede explicar las diferencias de

respuesta detectadas.
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6.2.MATERIAL Y METODOS

Semillas germinadas de los cultivares 'Castan’, 'Anza' y 'Recital' (irigos
blandos), 'Roqueiio’(trigo duro), 'Barbarrosa'(cebada) y 'Tajufia’ y 'Badiel'(triticales),
asi como de las malas hierbas gramineas A.sterilis ssp. ludoviciana y B.diandrus,
crecen en solucion nutritiva, durante siete dias (como se detalla en 2.8.), realizando
tratamientos puntuales de 24h con clortolurén a dosis de 2 y 4 ppm con 10 repeticiones

por tratamiento.

Veinticuatro horas después de realizado el tratamiento, T=0, la mitad de las
plantas se cortan pesando la parte aérea y congelédndolas posteriormente a -18°C.

Igualmente se procedié 6 dias despues de retirar el herbicida.

La cadmara de crecimiento de plantas utilizada posee alternancia de 16h luz y 8h
oscuridad, con intensidad luminosa de 100uE m? st La temperatura oscila entre

24+1°Cen luz y 16£1°C en oscuridad.

El procedimiento analitico seguido para la extraccién se describe en 2.8,
determinando los niveles de clortoluron mediante cromatografia de gases, cuantificando

el correspondiente isocianato en el que se transforma el clortolurén (Tadeo et al.1689).
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la determinacion cromatografica del clortolurén se obtuvo una respuesta
lineal entre 0.3ng a 6ng, como minimo, siendo el limite de detecciéon del método de

0.01pg de clortolurén/g,.

El cuadro 20 muestra los niveles de clortolurén en parte aérea, cuando el
tratamiento se realizé a 2ppm, en cultivares de trigo duro,trigo blando, cebadas y
triticales, determinados a T=0 y T=6 desde su retirada de la solucién herbicida.

Igualmente se muestra el contenido final de herbicida (ug/pl), expresado en %.

En estos resultados se observa, que para la dosis més baja de clortolurén, 2ppm,
en todos los casos se produce una destoxificacién del herbicida, ya que los niveles
medidos a T=0 son siempre superiores a los detectados a T=6. No obstante, la
velocidad con la que se produce la degradacién no es igual en todos los cultivares
ensayados, siendo la cantidad de herbicida inicial no degradada inferior al 10% en
todos los casos, con la excepcién de los cultivares 'Recital' (trigo blando) y

'Badiel'(triticale), que presentan valores del 40% y 23% respectivamente.

Los niveles de clortolurén cuando la dosis aplicada fué de 2ppm, a las 24h de
realizar el tratamiento (T=0) oscilaron entre 0.86 y 3.8 ug/g,, con unos contenidos de
herbicida por planta entre 0.17 y 1 pg/planta. Los cultivares de trigo blando ensayados;
'Castan', 'Anza’ y Recital' mostraron valores iniciales de herbicida similares, en torno
a 1ug/g,. Sin embargo, en los triticales, el contenido de clortolurén por planta es
significativamente diferente en el cultivar sensible 'Badiel’ que en el tolerante "Tajuna’,

siendo este més del doble en el primero que en el segundo, con unos niveles de
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herbicida también significativamente diferentes entre ambos. El trigo duro 'Roquefio’

y la cebada '‘Barbarrosa’ presentan niveles en torno a 2ug/g..

Seis dias después de retirar el tratamiento (T=6), los niveles de herbicida por
planta son significativamente inferiores en los cultivares con comportamiento tolerante
como 'Castan’ con 0.01 pg/planta o Tajuiia’, 'Anza' y 'Roquefio’ con 0.02 ng/planta
frente a 'Recital’ 0.11 ug/planta o ‘Badiel’ con 0.25 pg/planta. En el cultivar de cebada
'‘Barbarrosa' los niveles ascienden a 0.07 pg/planta, lo que esta de acuerdo con su

sensibilidad al herbicida, que es mayor que en los trigos tolerantes.

Las diferencias obtenidas en los niveles del herbicida, expresados como ug/g de
peso fresco, son igualmente significativas, oscilando los niveles a los seis dias en torno
a 0.05 ug/g, para los cultivares tolerantes respecto a los sensibles Barbarrosa’,

'Recital' y '‘Badiel’, que muestran valores de 0.16,0.4 y 0.6 ng/g,, respectivamente.

El cuadro 21 muestra los niveles de clortolurén en parte aérea, cuando el
tratamiento se realizd a 4ppm, en cultivares de trigo duro,trigo blando, cebadas y
triticales, determinados a T=0 y T=6 desde su retirada de la solucién herbicida.

Igualmente se muestra el contenido final de herbicida (ug/pl), expresado en %.

En estos resultados, de manera similar a lo ocurrido para la dosis de 2ppm de
clortolurén, se observa una destoxificacién del herbicida en todos los cultivares
estudiados, con una velocidad de degradacion diferente para los cultivares sensibles

'Badiel' y 'Recital' que presentan valores del 19% y 26% de la cantidad herbicida
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inicial.

A estas dosis, en el caso de los cultivares de trigo blando estudiados, podemos
observar que tanto €l contenido de herbicida por planta (ug/pl), como por gramo de
peso fresco (ug/gy).es superior en el cultivar 'Anza’ que en los otros dos. Asimismo
existen diferencias significativas, al igual que a la dosis de 2ppm, en los niveles de
herbicida tanto por planta como por gramo de peso fresco, entre los cultivares de
triticale 'Badiel' (sensible) y 'Tajufia’ (tolerante).

Seis dias después de finalizar el tratamiento a 4ppm, los niveles de herbicida por
planta son inferiores en los cultivares tolerantes, presentando '‘Barbarrosa’, 'Recital' y
'Badiel' los valores méas elevados con contenidos de 0.18, 0.21 y 0.31 pg/planta

respectivamente.

Considerando los niveles por gramo de peso fresco, son también los cultivares
sensibles 'Recital' y 'Badiel' los que presentan mayores contenidos, con valores de
1.06 y 0.9 png/g,. respectivamente. El cultivar de cebada "Barbarrosa', con niveles de
0.54 nug/g . presenta un comportamiento intermedio entre tolerantes y sensibles, al igual

que lo que sucedia en los tratamientos con 2ppm.

Seis dias después de retirar el tratamiento, los niveles de herbicida en la parte
aérea son diferentes entre cultivares tolerantes y sensibles. Asi, los niveles en los
cultivares mas tolerantes son del orden de una décima parte de los obtenidos a T=0,
mientras que en los cuitivares sensibles, 'Recital' y 'Badiel’, los contenidos de

herbicida son de 4 a 6 veces mds altos que en los tolerantes.
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En el caso del cultivar de trigo blando “Anza’, que a la dosis elevada presenta
una sensibilidad mayor al clortolurén que el tolerante de la misma especie “Castan’,
parece explicarse por una mayor absorcion de herbicida respecto a “Castan’, puesto que

su velocidad de degradacion es semejante.

Las diferencias en los contenidos iniciales de herbicida en los cultivares, sensible
y tolerante, de triticale, tanto por unidad de peso fresco como en el contenido por
planta, hace pensar que las diferencias de absorcién puedan estar implicadas en la
selectividad del clortolurén. Diferencias en la absorcién y translocacion de otras
fenilureas, como linurén en tomate (Hogue y Warren, 1968) o cloroxurdn (Geissbiihler
et al.1963), se han descrito en la literatura, aunque estas diferencias no han sido
detectadas con el herbicida clortolurdn para cultivares de trigo ( Ryan y Owen, 1982;
Muller y Frahn, 1980; Cabanne et al. 1985).

E! cuadro 22 muestra los niveles obtenidos para las dos malas hierbas gramineas
asociadas al cultivo de cereales, A.sterilis ssp. ludoviciana y B.diandrus . La principal
ruta metabdlica utilizada por la avena, como mecanismo de destoxificacion del
herbicida, es una N-desmetilacién que conduce en un primer paso a un metabolito N-
monodesmetilado fitotéxico y posteriormente a un metabolito N-didesmetilado no
fitotoxico (Ryan y Owen, 1982). En el caso del bromo estan descritas las dos rutas
metabdlicas conocidas para clortolurdn, tanto la hidroxilacién del metilo unido al anillo

como la N-didesmetilacién (Gonneau et al. 1988)

Los niveles de herbicida a T=0, cuando se traté con 2ppm de clortolurdn, son

significativamente diferentes entre A.sterilis ssp. ludoviciana, 0.39 ug/planta, y los
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mostrados por B.diandrus, 0.13 pg/planta; lo que supone del orden de 3 veces mis.

Este hecho sugiere que A.sterilis ssp. ludoviciana presenta una mayor absorcion
del herbicida que B.diandrus, similar a lo descrito para la especie A.fatua por Ryan
y Owen, (1982).

Los niveles de herbicida presentes seis dias después del tratamiento no son
significativamente distintos para el bromo que para la avena, siendo en ambos casos

el porcentaje de reduccién de los contenidos de herbicida similares (Cuadro 22).

Los resultades expuestos muestran, que en todos los cultivares de cereales y
malas hierbas estudiados, el herbicida clortolurén se ha absorbido por la raiz
alcanzando la parte aérea de la planta, como lo demuestran los contenidos iniciales de

herbicida, detectados al finalizar el tratamiento.

Igualmente, los niveles de clortolurén detectados a T=6, sugieren que las
diferencias de selectividad en los cultivares estudiados puedan explicarse por las
diferencias cuantitativas detectadas al finalizar el ensayo; siendo los niveles de

herbicida menores en los cultivares de comportamiento tolerante.

No obstante, en el caso de los triticales estudiados, la mayor absorcion de
clortolurén por el cultivar sensible ‘Badiel' que por el tolerante "Tajuiia’, absorcioén que
es mas de dos veces superior, nos sugiere la implicacidon de este factor en la
sensibilidad del herbicida. Asimismo, a la dosis alta de clortolur6n (4ppm), el cultivar
de trigo blando 'Anza' absorbe mds herbicida que el tolerante 'Castan’, lo que puede
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explicar su mayor sensibilidad al herbicida a dicha dosis frente a ‘Castan’.

Por consiguiente, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la absorcion,
translocacion y degradacion constituyen un conjunto de factores implicados en la

selectividad del clortolurén en los cereales.

La mayor susceptibilidad al herbicida presentada por A.sterilis ssp. ludoviciana
frente a B. diandrus, se debe a la mayo} absorcion de producto que llega a ser tres
veces superior para la avena. Por otro lade hay que considerar que la capacidad del
bromo para conjugar el metabolito N-monodesmetilado fitotdxico, obtenido como
primer paso de la N-didesmetilacidn, citada por Gonneau et al. (1988), puede

iguaimente contribuir a la mayor tolerancia mostrada.



CUADRO 20

Niveles de clortolurén (2 ppm), medidos en pg/planta y ugr/g.en cultivares de trigo,cebada y triticale.

Triticale BADIEL
H.vulgare BARBARROSA
Triticale TAJUNA

T.turgidum var.durum ROQUENO

T.aestivum RECITAL

T.aestivum ANZA

T.aestivurmm CASTAN

T=0 (2ppm) =6 (2ppm)

ug/pl. WR/ Ry ug/pl. /R Contenido final de herbicida
{ug/p), en %.

1.06 a 388 a 025a 064 a 23%

0.54 b 219b 007 ¢ 0.l6¢ 13%

0.45 be 1.79 be 003d 005d 5%

0.39 bed 1.71 be 0.03d 005d 7%

0.27 cd 1.28 ed 0.1t b 040b 40%

0.27 cd 1.32 ed 0.02d 0.054d 7%

0.18d 086d 0.02d 005d 11%

Los valores con la misma letra no difieren significativamente al 1%, en cada columna.



CUADRO 21

Niveles de clortoluron (4ppm), medidos en pg/planta y ug/g, en cultivares de trigo,cebada y triticale.

T=0 {(4ppm) T=6 (4ppm)
pe/pl. NE/gy ng/pl HE/Bor Contenido final de
herbicida(ug/pl), en %.
T.turgidum var. durum ROQUENO 1.68 a 5.00b (.12 bed 0.19d T%
Triticale BADIEL 1.63a 6.50 a 031 a 096 b 19%
T.aestivarn ANZA 1.55a 6388 0.06 d 0174 3.8%
Triticale TAJUNA 1.23 b 4.72 be 0.10 cd 025d 8%
Hwyulgare BARBARROSA 1.21 b 4.41 be 0.18 be 054 ¢ 5%
T.aestivumm CASTAN 1.02 be 382¢ 0.04 d 0.08 d 3%
T.aestivumm RECITAL 0.30 ¢ 4.85 be 021b 1.06 a 26%

Los valores con la misma letra no dificren significativamente al 1%, en cada columna.



CUADRO 22

Niveles de clortoluron (Zppm), medidos en pg/planta y pgr/g,, en las malas hierbas B.diandrus y A.sterilis ssp. ludoviciana.

T=0 (Zppm} T=6 (2ppm)
ug/pl. ng/g. ng/pl. UL/, Contenido final de herbicida
(ng/pl), en %.
A.sterilis ssp ludoviciana 039 a 359a 0.06 ¢ 033 ¢ 15 %
B.diandrus 013 b 1.39b 0.02¢ 0.10¢ 15%

Las valores con la misma letra, en pg/pl. y ug/g,, no difieren significativamente al 1%.



CAPITULO 7.
ESTUDIO DE LA HERENCIA DE LA TOLERANCIA A CLORTOLURON .
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7.1. INTRODUCCION

La respuesta diferencial que presentan los cultivares de una determinada especie

frente a la aplicacion de herbicidas, es un hecho constatado por diversos autores.

En el presente trabajo (Capitulo 3) se ponen de manifiesto diferencias en la
respuesta de algunos de los cultivares de trigo, cebada y triticales mas sembrados en

nuestro pats, frente a la aplicacién del herbicida clortolurén.

Este hecho plantea serios problemas a la hora de aplicar estos productos para
controlar las poblaciones de malas hierbas que compiten con el cultivo, pudiendo
producir dafios en €ste a dosis necesarias para el control de las malas hierbas. Pese a
ello, a la hora de obtener un nuevo cultivar son muchos los factores que se tienen en
cuenta, tales como el aumento de produccién de la cosecha, la mejor adaptaciéon a
condiciones climaticas y edéficas o la mayor calidad y mejor resistencia a
enfermedades, sin que la respuesta a herbicidas sea atendida por el mejorador, salvo en
ensayos realizados a posteriori para establecer recomendaciones generales en su

respuesta a herbicidas.

La creciente necesidad de selectividad en los cultivares frente a los herbicidas
utilizados en ellos, hace necesario abordar este problema. El empleo de antidotos y la
modificacién de los cultivares hacia la tolerancia a herbicidas, constituyen un camino
eficaz para solventar el problema (Garcia Baudin 1990), ya que una tercera posibilidad

que implicara la sintesis de nuevos productos, resultaria un proceso excesivamente largo
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¥y COStoso.

El desarrollo de cultivares tolerantes a herbicidas, encaminado a obtener
genotipos vegetales que satisfagan las necesidades del hombre, puede conseguirse segin
Marshall (1987) por tres vias fundamentales , entre las que se pueden emplear
modernas técnicas de manipulacion, como el cultivo de tejidos, que permite 1a seleccion
de variantes somaclonales, manipulando grandes poblaciones en espacio reducido y en
corto tiempo, con incremento de la presidon de seleccidon asi como técnicas de
mutagénesis quimica o fisica con el mismo propésito y las técnicas de ingenieria
genética que permiten la transferencia de genes entre especies alejadas
filogeneticamente.

Por otro lado, las cldsicas técnicas de mejora, estan encaminadas a la alteracion de
genotipos que aunen las caracteristicas necesarias para que expresen su productividad
potencial al maximo, confiriéndole, entre otras caracteristicas, resistencia a los agentes

que tienden a disminuir la produccién.

Segin Sanchez-Monge (1974), la mejora de las resistencias debe ser abordada
con el siguiente planteamiento: 1°.Biisqueda de fuentes de resistencia de forma natural
6 seleccién de genotipos tolerantes en ensayos de campo. 2° Transferencia de los genes
responsables a las variedades a mejorar. 3° Estimacién del grado de resistencia de cada
una de las plantas de una poblacién segregante. 4° Seleccién de las plantas con mayor

grado de resistencia.

El hecho de que el caracter tolerancia sea controlado por uno o por un pequeno



130

nimero de genes, facilita la transferencia y no sélo entre cultivares de la misma

especie, sino también entre especies alejadas, 1o que puede resultar de un enorme

interés practico.

La diferente respuesta de los cultivares de trigo a diversos productos quimicos,
aplicados de forma exdgena, ha sido puesta de manifiesto, tanto frente a productos
quimicos inorganicos, como concentracion de metales y sales en suelos (Christiansen
y Lewis, 1982; Gorbam et al. 1987; Prestes et al. 1975), como frente a productos

orgéanicos entre los que se encuentran herbicidas (Gale y Marshall, 1973; Quarrie 1982).

La primera herencia estudiada de tolerancia a un pesticida fué al DDT en
cebada, que viene regido por un gen mayor de susceptibilidad dominante (Wiebe y
Hayes, 1960).

La herencia de la tolerancia-resistencia a los herbicidas todavia es poco
conocida, lo que sin duda se debe a la complejidad del fenémeno. Esta herencia puede
ser tanto nuclear como citoplédsmica y estar regida por un solo gen ( monogénica), o

por una suma de ellos (poligénica).

Numerosos ejemplos de herencia citopldsmica se citan frente al grupo de las
triazinas en diferentes especies como Brassica campestris L. ( Souza Machado et al.
1978), Senecio vulgaris L. (Scott y Putwain, 1981), Setaria viridis (L.)P.B.
(Darmency y Pernes, 1985), Brassica napus L. (Maltais y Bouchard, 1978),
Chenopodium album 1.. (Souza Machado y Bandeen, 1977), Amaranthus retroflexus L.
(Solymosi 1981), o Solanum nigrum L. (Gasquez y Compoint, 1981) entre otras.
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En cuanto a la herencia nuclear regida por mas de un gen se puede citar la
presentada por Avena fatua L. frente a dialato (Jacobsohn y Anderson, 1968), Avena
sativa L. frente a diclofopmetil (Geadelmann y Anderson, 1977), Convolvulus arvensis
L. frente a glifosato (Duncan y Weller, 1987) o Lolium perenne L. frente a paraquat
(Faulkner 1974).

Ejemplos de herencia nuclear atribuible a un solo gen son los presentados por
Zea mays L. frente a triazinas ( Grogan et al. 1963; Scott y Grogan, 1969), Hordeum
glaucum Stad. frente a paraquat (Islam y Powles, 1988), Sorghum halepense (L.) Pers.
frente a 2,4D (Wiese y Quinby, 1969), Solanum tuberosum L. frente a metribuzina
(Edwards et al. 1976) o Triticum aestivum L. frente a difenzoquat (Snape et al.1987)

Se han citado diferentes tipos de resistencia frente a un mismo herbicida, as{ se
ha detectado la resistencia a metribuzina controlada por un solo gen en Glycine max
(L.) Merm. (Edwards et al.1976) y Licopersicum esculentum Miller (Souza Machado et
al. 1982), y por varios genes en Ipomaea batatas (L.) Lam. (Harrison et al. 1987).

Los estudios en relacién a la herencia de la respuesta a herbicidas del grupo de
los "derivados de la urea" son muy escasos. Entre ellos se conoce la herencia de tipo
nuclear atribuible a un solo gen para Triticum monococum L. frente a isoproturén
descita por Gill et al. (1986), asi como la posible herencia monogénica frente a
clortolurén e isoproturén en cultivares de trigo mencionada por Tottman et al. (1975),

si bien este hecho no fue confirmado mediante cruzamientos. Snape y Parker, (1988)
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describen una herencia monogénica frente a clortolurén, en trabajos realizados en
campo, utilizando lineas de sustitucién del cultivar de trigo 'Capelle-Deprez’

(resistente) en el cultivar sensible 'Chinese Spring'.

El conocimiento del determinismo genético de la resistencia es un paso previo
fundamental a la hora de transferir un caricter. Ello motivd que nos interesaramos por
el estudio de la herencia de la tolerancia al herbicida clortolurén, en dos cultivares de
trigo blando seleccionados en nuestro trabajo, 'Castan’ y 'Recital', con respuestas

tolerante y sensible respectivamente a este herbicida (Sixto y Garcia-Baudin, 1988).
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7.2. MATERIAL Y METODOS

El material vegetal empleado son los cultivares de Triticum aestivum, 'Castan’
y 'Recital, tolerante y sensible respectivamente frente al herbicida clortolurén. Se
procede como se detalla en 2.9, obteniéndose hasta la 3* generacién de

autofecundacién.

Experimento 1

Se analizan 9 granos F, descendientes del cruzamiento 'Castan’ x 'Recital’ y 9
granos F, para el sentido del cruzamiento 'Recital' x 'Castan'.

Igualmente se analizan 10 familias F, procedentes de 'Castan’ x 'Recital’ (F.32,
F.33, F.34, F.35, F.37, F.39, F.40, F.41, F.43 y F.44) y 10 familias F, procedentes de
'"Recital' x 'Castan' (F.1, F.2, F.3, F4, F.5, F.6, F.7, F.9, F.10 y F.11) con 18
individuos por familia en dos repeticiones de 9, asi como 18 individuos 'Castan’ y 18
'Recital' utilizados como testigos.

Entendemos por familias F, al conjunto de granos o individuos F_,, procedentes

o+l

de autofecundar una planta F,.

El crecimiento de las plantas se realiza en solucién nutritiva como se describe
en 2.6.2, realizando el tratamiento con clortolurén a 4ppm durante 24 h. Se utiliza la
relacién en peso fresco: (Peso planta a tiempo 6 - Peso planta a tiempo 0) / Peso planta

a tiempo 0. Este indice palia las diferencias de crecimiento entre las plantas en la
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semana anterior al tratamiento herbicida.

Las plantas se mantuvieron en camaras con condiciones controladas de
temperatura, de 24 *1°Cenluz y 16 1°C en oscuridad, siendo la intensidad luminosa

de 100pEm?s” y alternancia de 16 h luz y 8 h oscuridad.

Experimento 2

En un segundo experimento, en el que se aborda el estudio de la 3? generacién,
se analiza la descendencia de :
'Recital' _x ‘Castan'
A) 4 familias F; procedentes de cada una de las familias F,: F.4, F.5, F.6 y F.7, con
9 plantas por familia.
B) 10 familias F; procedentes de cada una de las familias F,: F.1 y F.11 , y 9 familias
F; procedentes de la familia F,: F.3; con 5 plantas por familia.
'Castan’ x 'Recital’
A) 4 familias F, procedentes de cada un de las familias F,:F.32 y F.35 con 9 plantas
por familia.
B) 10 familias F, procedentes de cada una de las familias F,:F.33 y F.40 con 5 plantas
por familia
C) 5 familias F; procedentes de la familia F,: F.43, con 9 individuos por familia.
D) 9 familias F,; procedentes de la familia F,:F.41, con 9 plantas por familia.
El crecimiento de las plantas y el tratamiento herbicida es idéntico al del

experimento anterior.
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7.3.RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

El Cuadro 23 muestra las medias y desviaciones tipicas de los incrementos de
peso, obtenidos mediante la relacién (P,-P,/P,), de dos bloques de 9 plantas cada uno,

para 10 familias F, procedentes del cruzamiento Recital' x 'Castan'.

En el supuesto de un control monogénico del caracter tolerancia-sensibilidad al
clortolurdn, una planta homocigota tendra una descendencia homogénea y toda varianza
serd ambiental. La descendencia de una planta heterocigota para este caracter tendré

una varianza mucho mayor, al sumarse una componente genética a la ambiental.

En las familias F.4 y F.6 los incrementos de peso de todos sus individuos estan

en e} rango de 'Recital’, presentando medias bajas y varianzas pequefias.

En las familias F.5 y F.7 los incrementos de peso de todos los individuos
analizados se encuentran en ¢l rango de 'Castan’, presentando medias altas y varianzas

pequeias.

En el resto de familias analizadas, F.1, F.2, F.3, F9, F.10 y F.11, los
incrementos de peso de los individuos estan entre 'Castan’ y 'Recital' presentando
varianzas grandes. Los individuos pertenecientes a estas familias son tolerantes o

sensibles en proporcion: 83 tolerantes y 25 sensibles (Cuadro 24).
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Para la comparacion de las medias se calculan los intervalos de confianza de los
errores tipicos dentro de cada familia utilizando una t-de Student al 95% de
probabilidad, dando un valor de % t;. s//18=%2,11. La representacion grafica de las

medias asi como de sus intervalos de confianza queda reflejado en la Figura 22.

Como se observa en la Figura 22, encontramos dos familias con media y
varianza similar a 'Recital’, la F.4 y la F.6, dos con media y varianza similar a
'Castan', la F.5 y la F.7, que no se encuentran segregando puesto que su varianza es
pequedia, y seis familias restantes que estan segregando ya que presentan varianzas

grandes.

En el anélisis de nueve individuos F, para este sentido del cruzamiento se obtuvo
un incremento medio de peso de 0.60 g (cuando la media de 'Castan' para el
experimento fue de 0.64 g), una desviacion tipica de 0.02 (cuando la desviacion tipica
de 'Castan’ fue 0.05), siendo los valores extremos 0.69 y 0.52 (ambos dentro del rango
de 'Castan').

El Cuadro 25 presenta las medias y desviaciones tipicas de los incrementos de
peso fresco obtenidos para dos bloques de 9 plantas de 10 familias F, procedentes del
cruzamiento 'Castan’ x 'Recital’. La representacion grafica de la Figura 22 muestra la
media y los intervalos de confianza de cada una de las familias siguiendo el critério

descrito anteriormente.
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En este sentido del cruzamiento las familias F.32 y F.35 muestran todos sus
individuos en el rango de 'Recital’. Estas familias tienen medias bajas y varianzas

pequenias.

La familia F.41 presenta una varianza pequefia, similar a la de las familias F.5
o F.7, pero muestra una media inferior a 'Castan’, ya que 2 de los 18 individuos
analizados se muestran fuera del rango de 'Castan’' (planta 1, 0.5151 g y planta 10,
0.4629 g). La familia 43 con media alta similar a 'Castan' muestra sin embargo una
varianza grande, asi como 1 de los 18 individuos analizados en el rango de Recital’
(planta 1, 0.0920 g).

El resto de familias F, analizadas, F.33, F.34, F.37, F.39, F.40 y F.44, presentan
incrementos de peso de sus individuos que van desde 'Castan' a 'Recital' y muestran
varianzas altas. El nimero de individuos tolerantes es de 82 y de 26 de sensibles

(Cuadro 26).

En el anélisis de 9 individuos F,, cuando el sentido del cruzamiento fue 'Castan’
x 'Recital’, se obtuvo un incremento medio de peso de 0.68 g ( cuando la media de
'Castan' para el experimento fue de 0.64) y una desviacion tipica de 0.03 (siendo la
desviacién tipica de "Castan’ de 0.05), siendo los valores extremos 0.88 y 0.54 (ambos
dentro del rango de 'Castan’).

Como se observa en la Figura 22, encontramos dos familias con media y

varianza similar a 'Recital’, la F.32 y la F.35, que no se encuentran segregando y su
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varianza es pequefia. Las familias F.33, F.34, F.37, F.39, F.40 y F.44 estan segregando,

presentando una varianza grande.

El comportamiento de la familia F.41, con varianza pequeina y media inferior a
'Castan’, y de la familia F.43, con media similar a 'Castan’ pero con varianza grande,
hacen necesario recurrir al estudio mas amplio de la siguiente generacion con el fin de

asignar un genotipo a estas familias.

EXPERIMENTO 2

En un segundo experimento se aborda el estudio de la generacién F,, para

confirmar la asignacion de un genotipo a la F,.

Cuando el sentido del cruzamiento es 'Recital' x 'Castan’, se analiza cuatro
familias F; de cada una de las familias F,: F.4, F.5, F.6 y F.7, con 9 individuos por
familia. La distribucion de individuos por frecuencias en dos clases; tolerantes y
sensibles se muestran en €l Cuadro 27. Todos los descendientes de las familias F,: F.4
y F.6, se muestran en el rango de 'Recital’; asi como todos los descendientes de las

familias F,: F.5 y F.7, se muestran en el rango de 'Castan’.

Se analiza la descendencia de 10 familias F, procedentes cada una de las
familias F,: F.1 y F.11, de 9 familias F; procedentes de la familia F,: F.3, con 5
individuos por familia. Cuando el sentido del cruzamiento es 'Castan’ x 'Recital’ se

analiza de la descendencia de 10 familias F; procedentes de cada una de las familias
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F, : F.33 y F.40, de 9 familias F, procedentes de la familia F,: F.41 y de 5 familias
F; procedentes de la familia F,: F.43. La distribucién de las familias analizadas por
frecuencias en tolerantes, segregando y sensibles, se muestran en el Cuadro 28, siendo

el nimero de familias tolerantes de 18, frente a 33 segregando y 13 sensibles.

Cuando el sentido del cruzamiento es 'Castan' x 'Recital’, se analiza la
descendencia de 4 familias F; procedentes de cada una de las familias F,: F.32 y F.35,
con 9 individuos por familia. Todos los individuos analizados son sensibles (Cuadro

29), mostrandose en el rango de 'Recital".

La descendencia de 9 familias F; procedentes de la familia F,: F.41, con 9
individuos por familia, se muestra en el Cuadro 30, apareciendo 70 plantas tolerantes
y 11 sensibles. En el mismo Cuadro se muestra la descendencia de 5 familias F,
procedentes de la familia F,: F.43, con 9 individuos por familia. En la descendencia de

esta familia el nimero de plantas tolerantes es de 34 y 11 el de sensibles.
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7.4. DISCUSION

El andlisis de la F; en ambos sentidos del cruzamiento muestra dominancia para
el caracter tolerancia, ya que todos los individuos analizados estan en el rango de
'Castan'. Este hecho indica que no existe intervencién del citoplasma en el tipo de

herencia.

De las diez familias F, analizadas, cuando el sentido del cruzamiento es 'Recital’
x 'Castan’ y que se representan en la Fig.22 por sus medias e intervalos de confianza,
dos de ellas (F.4 y F.6) son homocigotas con media baja, dos son homocigotas con
media alta ( F.5 y F.7), segregando las seis restantes ( F.1, F.2, F.3,F.9, F.10y F.11).
El comportamiento de estas familias se ajusta a un modelo 1:2:1 caracteristico de una
herencia monogénica, siendo %° no significativa con p=0.5.

Para el otro sentido del cruzamiento, 'Castan’ x 'Recital’, encontramos dos
familias homocigotas con media baja ( F.32 y F.35), seis familias que estan segregando
(F.33, F.34, F.37, F.39, F.40 y F.44), y dos familias (F.41 y F.43), en las que la
aparicion de un solo individuo sensible en la F.43 y dos individuos intermedios en la
F.41, nos lleva a pensar que se trate de familias heterocigotas, hecho que se confirmara

mediante el estudio de la siguiente generacién.

Cuando se analiza la generacion F, se confirma que las familias F.4 y F.6 son
homocigotas sensibles, ya que todos los individuos analizados estan en el rango

'Recital’, asi como tambien las familias F.32 y F.35 para el otro sentido de]
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cruzamienio.

Las familias F.5 y F.7, homocigotas tolerantes, ven confirmado este hecho ya

que todos sus descendientes analizados son tolerantes.

Por otro lado las familias F.41 y F.43 , en las que era necesario recurrir al
estudio de la F, para poder asignar un genotipo, muestran en su descendencia

individuos tolerantes y sensibles, lo que confirma que se encuentran segregando.

El resto de familias analizadas, (F.33, F.40, F.1, F.3, y F.11), a las que se asignd
un genotipo heterocigoto, siguen segregando en esta generacion. El niimero de familias
tolerantes , en todas las segregantes analizadas, es de 18 frente a 33 segregando y 13
que son sensibles, ajusténdose estos valores a una segregacion 1:2:1 en donde las

proporciones esperadas serian 16:32:16, siendo ¥* no significativa con p=0.5.

Todo ello parece confirmar la existencia de un gen mayor dominante responsable

de la tolerancia a clortolurdn.

Snape y Parker (1988) mencionan en su trabajo la presencia de un alelo tolerante
en ¢l cultivar francés 'Capelle-Deprez’. El hecho de que el cultivar 'Castan' sea de
origen francés y de que 'Capelle-Deprez’ haya sido un cultivar frecuentemente utilizado

en los programas de mejora, nos hacen creer que pudiera tratarse del mismo alelo.

Estos autores, mediante ]a utilizacion de lineas de sustitucion del cultivar
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tolerante 'Capelle-Deprez’ en el cultivar sensible 'Chinese Spring', concluyen que la
tolerancia a clortolurén esta determinada por un gen mayor dominate situado en el
cromosoma 6B, si bien los ensayos son realizados en campo siguiendo una
interpretacion visual, lo que puede dificultar la asignacién de los genotipos en algunos

Casos.

Del anélisis de los resultados obtenidos se desprende la posibilidad de que un

segundo gen o genes pudieran estar implicados, en base a tres consideraciones:

A. De un lado las familias F, descendientes de la familia F,: F.41, que nos han llevado
a asignar un genotipo heterocigoto a la familia F.41, se comportan 3 de ellas como
'‘Castan’ y las 6 restantes se encuentran segregando, sin haber aparecido ninguna

familia con comportamiento Recital.

B. Las familias F; descendientes de la familia F,: F.40, se comportan 2 de ellas como

'Recital' y 8 segregando, sin que aparezca ninguna "Castan’.

C. En las familias homocigotas sensibles aparecen individuos con valores sensiblemente
inferiores a 'Recital' (Ej. F.4 (4)- planta de 0.002g, siendo el 'Recital' més pequeiio
de 0.007).

Estos hechos parecen apuntar hacia la presencia de otro u otros factores
genéticos implicados en mayor o menor medida en la tolerancia o sensibilidad de estos

cultivares a clortolurdn, habiéndose comenzado a abordar el estudio de esta posibilidad.



143

De nuestros resultados se desprenden tres hechos a tener en consideracion:

1. La existencia de un gen mayor para la tolerancia a clortolurén
2. La no intervencidn del citoplasma en la herencia de la tolerancia a clortolurén.

3. La posibilidad de que otro u otros factores genéticos esten implicados.



CUADRO 23

Medias y desviaciones tipicas de los incrementos de peso obtenidos para 10 familias F, procedentes del cruzamiento 'Recital' x 'Castan'.

Castan Recital F1 F2 F3 F4 FS5 Fe6 F7 F9% F10 Fli
X, 0,704 0,172 0,328 0,211 0,346 0,043 0,699 0,110 0,703 0,622 0,590 0,395
o, 0,017 0,017 0,064 0,051 0,040 0,008 0,031 0,030 0,029 0,085 0,061 0,085
X, 1,022 0,155 0,500 0,456 0,557 0,036 1,136 0,083 1,006 0,727 0,837 0,752
o, 0,050 0,030 0,110 0,108 0,117 0,010 0,068 0,017 0,063 0,123 0,102 0,102
X 0,863 0,160 0,414 0,333 0,451 0,039 0,918 0,097 0,854 0,675 0,713 0,574
o; 0,026 0,017 0,064 0,059 0,062 0,006 0,037 0,017 0,034 0,075 0,059 0,066

X, = Media del primer bloque de 9 individuos
o,,= Desviacion tipica

X, = Media del segundo bloque de 9 individuos
o,,= Desviacion tipica

X = Media de 18 individuos, calculada X,+%./2
0; = Desviacion tipica de 18 individuos, calculada Joi, + &%, / 2.1, siendo n=2.




CUADRO 24

Distribucion en tolerantes y sensibles, de 18 individuos analizados en familias F,
segregantes,procedentes del cruzamiento 'Recital' x 'Castan'.

Nt de INDIVIDUOS
TOLERANTES SENSIBLES
F.1 13 5
F.2 11 7
F3 14 4
F.9 16 2
F.10 16 2
F.11 13 5
TOTAL 83 25



CUADRO 25

Medias y desviaciones tipicas de los incrementos de peso obtenidos para 10 familias F, procedentes del cruzamiento 'Castan' x 'Recital'.

Castan Recital F32 F33 F34 F35 F37 F39 F40 F41 F43 F44
X, 0,832 0,172 0,285 0,614 0,575 0,110 0,378 0,422 0,349 0,622 0,688 0,629
Ox 0,058 0,026 0,016 0,091 0,027 0,016 0,050 0,058 0,082 0,016 0,077 0,078
X, 0,743 0,283 0,195 0,580 0,438 0,153 0,330 0,444 0,420 0,520 0,704 0,505
oy 0,040 0,016 0,023 0,076 0,065 0,023 0,051 0,057 0,062 0,014 0,028 0,081
X 0,788 0,228 0,240 0,597 0,506 0,132 0,354 0,433 0,384 0,571 0,696 0,567
O 0,035 0,015 0,014 0,059 0,035 0,014 0,036 0,041 0,052 0,011 0,041 0,056

X, = Media del primer bloque de 9 individuos

0., = Desviacion tipica

X, = Media del segundo bloque de 9 individuos

O,= Desviacion tipica

X = Media de 18 individuos, calculada X +%,/2

0; = Desviacién tipica de 18 individuos, calculada vo%, + 0%, / 2.0, siendo n=2.



CUADRO 26

Distribucion en tolerantes y sensibles, de 18 individuos analizados en familias F,
segregantes, procedentes del cruzamiento 'Castan’ x 'Recital'.

N? de INDIVIDUOS
TOLERANTES SENSIBLES
F33 16 2
F.34 15 3
F37 12 6
F.39 15 3
F.40 11 7
F.44 13 5

TOTAL 82 26



CUADRO 27

Distribucién en tolerantes y sensibles de 9 individuos analizados en cuatro familias Fyprocedentes de una familia F,

FAMILIAS F, FAMILIAS F, TOLERANTES SENSIBLES
F.4 F4 -1 0 9
F4 -2 0 9
F4 -3 0 9
F.4 -4 0 9
F.6 F.6 -1 0 9
F.6 -2 0 9
F.6 -3 0 9
F.6 -4 0 9
F5 F.5 -1 9 0
F.5 -2 9 0
F.5 -3 9 0
E.5 -4 9 0
F.7 F.7 -1 9 0
F.7-2 9 0
F7-3 9 0
E7 -4 9 0




CUADRO 28

Distribuci6n en tolerantes y sensibles de familias F, segregantes,procedentes de ambos sentidos del cruzamiento.

Familia N? de Familias Familias Familias Familias
F, F, analizadas TOLERANTES SEGREGANDO SENSIBLES
F.1 10 5 4 1
F.3 9 1 3 5
F.11 10 3 6 1
F.33 10 1 5 4
F.40 10 0 9 1
F.43 5 3 1 1
F.41 10 5 5 0

TOTAL 64 18 32 16



CUADRO 29

Distribuci6n en tolerantes y sensibles, de 9 individuos analizados en cuatro familias F, procedentes de una familia F,.

FAMILIAS F, FAMILIAS F, TOLERANTES SENSIBLES

F.32 F.32-1 0 9
F.32-2 0 9
F.32-3 0 9
F.32-4 0 9

F.35 F.35-1 0 9
F.35-2 0 9
F.35-3 0 9
F.35-4 0 9




CUADRO 30

Distribucion en tolerantes y sensibles, de 9 individuos analizados en familias F,, procedentes de una familia F,.

FAMILIAS F, FAMILIAS F, TOLERANTES SENSIBLES

F.43 F.43-1 9 0
F.43-2 0 9
F.43-3 7 2
F.43-4 9 0
F.43-5 9 0

F.41 F.41-1 9 0
F.41-2 8 1
F.41-3 7 2
F.41-5 9 0
F.41-7 7 2
F.41-8 7 2
F.41-9 9 0
F.41-10 7 2
F.41-11 7 2
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FIGURA 22

Representacién gréifica de las medias e intervalos de confianza' de 10 familias F,
procedentes del cruzamiento 'Castan' x 'Recital' y 10 familias F, procedentes de
'Recital' x 'Castan.’

1Los intervalos de confianza se calcularon mediante una t-de Student al 0.5%
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El trabajo dessarrollado en la presente memoria, supone una aportacién al
conocimiento de la selectivad varietal en cereales de invierno frente a la accion del

herbicida clortolurén, perteneciente al grupo quimico de los derivados de la urea.

Las conclusiones de la investigacion realizada se pueden agrupar:

1. El comportamiento de los cultivares utilizados procedentes del género
Triticum, fue similar frente a los herbicidas clortolurén y metoxurén en

contraposicion a la respuesta mostrada frente a isoproturdn.

2. Los cultivares procedentes de Triticum aestivum muestran diferencias de
sensibilidad varietal frente a los herbicidas clortolurén y metoxurén, apareciendo

cultivares de comportamiento tolerante (Ej.'Castan’) y sensible ('Recital).

3. Los cultivares procedentes de Triticum turgidum var. durum mostraron
mayor sensibilidad frente al herbicida isoproturén que respecto a clortolurén y
metoxurdn, sin que se hayan detectado diferencias de sensibilidad varietal en los

cultivares que se incluyen en este trabajo.

4. Los cultivares procedentes de Hordeum vulgare mostraron
comportamientos similares frente a los tres herbicidas estudiados, sin haber

detectado diferencias de sensibilidad varietal.
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5. El comportamiento de los triticales estudiados fué similar frente a
clortolurén y metoxurdn, en contraposicion a la respuesta que presentan frente

a isoproturdn.

6. Los triticales estudiados muestran diferencias de sensibilidad varietal
frente a clortolurén y metoxurén, apareciendo cultivares de comportamiento

tolerante ("Tajufia”) y sensible ('Badiel").

7. Se confirma la diferente sensibilidad entre las malas hierbas estudiadas,
B.diandrus y A.sterilis ssp. ludoviciana, tolerante la primera y sensible la

segunda observada en ensayos de campo.

8. Existen diferencias en la tasa de destoxificacién del herbicida entre los
cultivares estudiados, siendo ésta mas elevada en los cultivares de

comportamiento tolerante que en los sensibles.

9. En los cultivares de triticales existen diferencias en la absorcién del
herbicida entre el tolerante 'Tajufia’ y el sensible 'Badiel’, lo que sugiere la

implicacion de este factor en la sensibilidad al herbicida.

10. La mayor sensibilidad del cultivar 'Anza’ a dosis altas de clortolurén
(4ppm), respecto al cultivar tolerante 'Castan’ se debe a diferencias de absorcién

del herbicida y no a la tasa de destoxificacién que fue similar para ambos.

11.  Los procesos de absorcidn y degradacién, constituyen un conjunto de

factores implicados en la selectividad del clortolurén en los cereales.
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12.  Las diferencias de sensibilidad al clortolurén en las dos malas hierbas
estudiadas se deben a diferencias en la absorcion del producto y no a la tasa de

destoxificacion que fue similar para ambas.

13. Existe un gen mayor dominante responsable de la tolerancia al herbicida

clortolurén.

14. No existe intervencién del citoplasma en la herencia de la tolerancia a

clortolurén.

15. De los resultados obtenidos se desprende que otro u otros factores genéticos
puedan estar implicados, siendo necesario proseguir la experimentacion en este

sentido.
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ANEXO 1:

Relacién de cultivares de trigo, cebada y triticales utilizados.

A) Cultivares procedentes de Triticum turgidum L.var.durum. Desf.

MEXA
ROQUENO
ESQUILACHE
VITRON
CIBELES
JILOCA
TEJON
SAFARI
OSCAR
PARAMO
NITA

BIDI
CAMACHO
JABATO

B) Cultivares procedentes de Triticum aestivum L.

CASTAN
ANZA
MARIUS
RECITAL
IMPETO
YECORA
MAESTRO
SEVILLANO
RINCONADA



ANEXO 1: (Cont))

C) Cultivares procedentes de Hordeum vulgare L.

PALLAS
BEKA

ALPHA
TRAIT UNION
PRIVER
KORU

KYM
FITAMARA
UNION
HASSAN
LOGRA
CLARET
IRANIS
MENUET
GEORGIE
FLAVIA
ALBACETE
HATIF DE GRIGNON
BARBARROSA
ALSEKAL
MONLON
BEGONA
PLAISANT
VEGAL
DACIL
TABAIBA
TECLA

TINA
AURORA

D) Triticales Triticum x Secale
CAMARMA BADIEL

TOROTE JUANILLO
TAJUNA



ANEXO 2
Descripcion del herbicida Clortolurén.'
Formulacion:
N'-(3-cloro-4-metilfenil)N,N-dimetilurea (CA)
3-(3-cloro-p-tolyl)-1,1-dimetilurea (TUPAC)
Propiedades:
Clortolurdn puro es un polvo sin color; punto de fusion 147-148°C; presion de vapor

0.017 mPa (20°); densidad 1.40 gr/cu.cm (20°); solubilidad en agua a 20°C, 70 mg/l. en
acetona 5%, en ctilacetato 2%, en benzeno 2.4%.No es corrosivo.

Toxicologia:
Aguda oral en ratas LDy,>10.000 mg tec./kg.
Aguda cutdnea en ratas LD,,>2.000 mg/kg.
Baja toxicidad para pajaros y nula para abejas.

Precauciones:

Se siguen las recomendaciones generales para cualquier producto quimico de baja
toxicidad.

Modo de accidn:
Inhibidor de fotosintesis. Absorcidn radicular y foliar.
Usos:

Se utiliza en pre y post emergencia para €l control de anuales mono y dicitiledoneas
en cultivos de trigo y cebada.

Dicuran, Toluréx, Deltarol y Clortokem.

lromado de "The Pesticide Manual" (1987)



ANEXO 3
Descripcion del herbicida Isoproturén.’
Formulacion:

N,N-dimetil-N'-j4-(1-metiletil)fenil; urea (CA)
3-(4-isopropilfenil)-1,1-dimetilurea (TUPAC)

Propicdades:
Isoproturdn es un polvo cristalino sin color; punto de fusién 151-153°C; presion de

vapor 3.15x10* mbar a 77°C; densidad 1.16 gr/cu.cm. (20°); solubilidad en agua a 20°C,
70mg/1.Facilmente soluble en disolventes organicos comunes.

Aguda oral en ratas LD,,>1826 mg/kgr.

Aguda dermal en ratas LD,;>2.000mg/kgr.
Toxicidad nula para abejas y moderada para peces.

Precauciones:
Se siguen las recomendaciones generales para cuaiquier producto quimico.
odo i0n:
Inhibidor de fotosintesis. Absorcion radicular y foliar.
Usos:

Se utiliza en pre- y postemergencia para el control de anuales mono y dicotiledoneas
en cereales.

Gramindn, Arel6n y Tolkan.

27omado de "The Pesticide Manual" (1987)



ANEXO 4
Descripcion del herbicida Metoxurén.

N'-(3.cloro-4-metoxifenil)-N,N-dimetilurea (CA)
3-(3-cloro-4 metoxifenil)-1,1-dimetilurea (IUPAC)

Propiedades:

Metoxuron es un polvo cristalino sin color; punto de fusién 126-127°C; presion de
vapor 4.2x10°mbar a 20°C; solubilidad en agua a 24°C, 678mg/l. Soluble en

acetona,ciclohexanona,acetonitrilo y alcohol caliente. Moderadamente soluble en etre, benzeno
y tolueno.

Aguda oral en ratas LDgy> 3200 mg/kg
Aguda dermal en ratas LD, > 2000 mg/kg
Practicamente atoxico para pdjaros.Baja toxicidad para peces.

Se siguen las recomendaciones generales para cualquier producto quimico.
Modo d .

Inhibidor de la fotosintesis. Absorcion radicular y foliar.
Usos:

Se utilizan en pre- y postemergencia para el control de anuales mono y dicotiledoneas
en cereales y zanahoria.

Nombres comerciales:
Dosanex,Deftor, Sulerex, Dosaflo y Piruvel.

dromado del libro "The Pesticide Manual" (1987)



ANEXO 5

Solucién nutritiva utilizada.*

MACROELEMENTOS (g/10001)

Na H, PO, H,0 208
Mg SO, 369
Ca(NO,),, 4H,0 1180
K NO, 505

COMPOSICION IONICA (meg/)

NO, - 15
H, PO, " 1,3
SO,,. 3
K’ 5
Ca? 10
Mg 3
Na' 1,3

OLIGOELEMENTOS (1ml/10! de una solucion conteniendo:)

NH, Mo, 0,,, 4H,0 0,5 g/l
H, BO, 15 g/l
Mn SO, , H,0 15,4 g/
Cu SO, , H,0 2,5 g/l
Zn SO, , SH,0 6,25 g/l
Fe, (SO,); 23.8 g/l
EDTA. 34,41 g/l

‘gegiin Hewitt (1963)
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