PROSPECCION DE LAS COMBINACIONES DE HERBICIDAS PARA PREVENIR
MALEZAS TOLERANTES Y RESISTENTES AL GLIFOSATO'

Exploration of Herbicide Associations to Prevent Glyphosate 1olerant and Resistant Weeds
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RESUMEN - Elintenso empleo de glifosato contribuy6 a la difusion de malezas con tolerancia
a este herbicida, incluyendo especies como Ipomoea nil, bejuco en Argentina, o corriola, o
corda-de-viola en Brasil. A su vez, el uso intensivo de imadozolinonas en ciertas regiones de
Argentina contribuy6 a la aparicion de biotipos resistentes a herbicidas que actian inhibiendo
la enzima ALS como Amaranthus quitensis, yuyo colorado o ataco, conocido como carura en
Brasil. En ese pais, también, aumento la difusiéon de malezas con resistencia a glifosato
como en Euphorbia heterophylla, leiteiro o amendoim-bravo y en Lolium multiflorum, azevém. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el antagonismo o el sinergismo de todas las
combinaciones posibles entre dos de los siguientes herbicidas: glifosato, imazetapir,
clomazone y lactofen, en el control de las malezas mencionadas. Biotipos susceptibles para
todos herbicidas fueran usados en la investigacion. Plantulas de yuyo colorado juveniles con
dos cm de altura y de las otras malezas mencionadas con siete cm, fueron tratadas con los
siguientes herbicidas en g ha'! i.a.: glifosato 108; imazetapir 10; clomazone 160 y lactofen 30,
aplicados solos. Otros seis tratamientos fueron incluidos en todas las combinaciones posibles
entre dos de los herbicidas y dosis mencionados. También se empled un testigo sin tratar. El
efecto de la combinacion de los herbicidas dependi6 de la especie evaluada y también de los
herbicidas utilizados. Se obtuvo sinergismo solamente para la mezcla glifosato mas imazetapir
en ataco. Clomazone fue el herbicida con mas antagonismo, y lactofen tuvo efecto neutro en
la mayoria de las mezclas. Las combinaciones son consideradas potencialmente utiles en el
control de malezas tolerantes o resistentes a glifosato.

Palabras claves: tolerancia, resistencia, glifosato, sinergismo, antagonismo.

ABSTRACT - The intense use of glyphosate in Argentina has increased the spread of weeds with
tolerance to this herbicide, like Ipomoea nil. Cases of weed resistance to ALS inhibitors were
documented in Argentina with Amaranthus quitensis. Likewise, in Brazil, it has increased weed
resistance to glyphosate in weeds such as Lolium multiflorum and Euphorbia heterophylla.
The objective of this research was to assess antagonism or synergism to control of the mentioned
weeds for all possible combinations between two of the following herbicides: glyphosate, imazethapyr,
clomazone, and lactofen. Biotypes susceptible to all herbicides were used in the research. Seedlings
of A. hybridus with two cm and of the others with seven cm, were treated with the herbicides
glyphosate, imazethapyr, clomazone and lactofen at 108, 10, 160 y 30 g ha' a.i. respectively,
applied alone. Six additional treatments were included in all possible combinations between two of
the herbicides and doses as described above. An untreated control was also used. A non-ionic
adjuvant at a ratio of 0.2% was added to all treatments, except forthe treatment of glyphosate alone
and the untreated. The effect of the herbicide mixtures depended on the species tested and also on
the herbicides used. Synergism was obtained only in the mixture glyphosate +imazethapyr. Clomazone
resulted predominantly in antagonism, and lactofen had a neutral effect in most of the evaluated
herbicide mixtures. Herbicide combinations are considered potentially useful in controlling weeds
resistant or tolerant to glyphosate.

Keywords: tolerance, resistance, glyphosate, synergism, antagonism.
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INTRODUCCION

El continuo e intensivo uso de un solo her-
bicida proporciona alta presion de seleccion
de malezas con dos consecuencias negativas.
En primer lugar, aumenta la densidad de las
especies tolerantes al herbicida utilizado, y en
segun lugar, favorece la evolucion de
poblaciones resistentes al mismo. De hecho,
con la adopcion de cultivos resistentes al
glifosato en Argentina y el consiguiente uso
intensivo de este herbicida aumento la
densidad de especies del género [pomoea, como
Ipomoea nil, conocida como bejuco en
Argentinay corriola o corda-de-viola en Brasil.
La especie Amaranthus hybridus, llamada yuyo
colorado o ataco en Argentina y caruru en
Brasil, se hizo resistente en el primer pais
mencionado, a ciertos productos que actian
inhibiendo la enzima ALS por el empleo conti-
nuo de herbicidas de la familia Imidazolinonas.

Actualmente en Brasil hay 23 especies de
malezas resistentes a los herbicidas y el 23%
de éstas son resistentes a glifosato. La pri-
mera especie documentada como resistente
a este producto en el estado (en la provincia)
de Rio Grande do Sul-RS fue Lolium mutiflorum
llamada raigras criollo en Argentina o azevém
en Brasil, que se encuentra en los cultivos de
manzanas (Vargas et al., 2004) o de soja
(Roman et al., 2004). En cultivos de soja
también se encuentra resistencia al glifosato
en Euphorbia heterophylla conocida como
lecheron en Argentina o leiteiro y amendoim-
bravo en Brasil (Vidal et al., 2007).

Una medida preventiva para el control
de malezas tolerantes y resistentes es la
combinacién de herbicidas con diferentes
mecanismos de accion (Gressel, 1990; Kruse
et al., 2006c). Un proyecto de investigacion se
inici6 con la hipotesis de que el conocimiento
del mecanismo de accion de los herbicidas
permite la prospeccion de asociaciones de los
mismos de manera racional, para identificar
oportunidades de sinergismo que ayuden al
control de las especies problemas, o para evitar
posibles antagonismos que afecten el control
de las mismas. Los mecanismos comunes de
accion de la mayoria de los herbicidas para el
control de las malezas mencionadas ante-
riormente incluyen: los inhibidores de las
enzimas S-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
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sintasa (EPSPS); acetolactato sintasa (ALS);
deoxyxylulose-fosfato sintasa (DXS) y proto-
porfirinogénio oxidasa (PROTOX). El glifosato
es un inhibidor de la EPSPS que esta presente
en la ruta de sintesis de los aminoacidos
fenilalanina, tirosina y triptofano. Inhibi-
dores de ALS incluyen al imazetapir y otros
herbicidas del grupo quimico imidazolinonas,
entre otros. La enzima ALS esta presente
en la ruta de sintesis de los aminoacidos
isoleucina, leucina y valina (Vidal & Merotto
Jr, 2001). Clomazone es un inhibidor de la
DXS, que esta presente en la ruta (ruta -
espn = estrada — port\ruta) de sintesis de
carotenoides y plastoquinonas (Ferhatoglu &
Barrett, 2006). Inhibidores de PROTOX
incluyen al lactofen, del grupo quimico
difeniléter (Anderson et al., 1994; Vidal &
Merotto Jr, 2001).

El resultado de la combinacion de dos her-
bicidas puede ser de antagonismo, sinergismo
o efecto neutro, también llamado efecto aditivo.
Esos resultados son consecuencia de las
interacciones quimicas, fisiologicas o cinéticas
(absorcion, translocacion o metabolismo) entre
los productos. Antagonismo es el nombre dado
a la interaccion negativa entre dos o mas
compuestos. Sinergismo es el efecto anadido
o potencializado de los productos mezclados
(Kruse et al., 2006a, b). Para evaluar el anta-
gonismo o sinergismo entre compuestos, ellos
deben ser empleados en dosis bajas, siendo
muy utilizado el método de Limpel (1962), que
fue adaptado y popularizado por Colby (1967).
El objetivo especifico de esta investigacion fue
evaluar el antagonismo o el sinergismo de
todas las combinaciones posibles entre dos de
los herbicidas glifosato, imazetapir, clomazone
y lactofen, en el control de las especies antes
mencionadas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue conducido bajo con-
diciones controladas en invernaculo. Las
malezas estudiadas fueron Ipomoea nil,
Amaranthus hybridus, Lolium multiflorum y
Euphorbia heterophylla sin tolerancia o
resistencia a los herbicidas. Para I nil,
A. hybridus y E. heterophylia, una planta de
cada especie fue trasplantada en una maceta
de plastico de 300 mL de capacidad, la cual
contenia un sustrato formado por suelo
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Latossol rojo-amarillo y tierra de vivero en la
proporcion 1:1 (v:v). Para L. multiflorum fueron
trasplantadas tres plantulas por maceta.
Cuando las plantas de ataco tenian dos cm y
de las otras especies alrededor de siete cm,
fueron pulverizadas con los diferentes pro-
ductosy dosis, descriptos adelante. En todo el
experimento las plantulas de malezas fueron
regadas diariamente con agua potable.

Se emple6é un disefio experimental com-
pletamente al azar con cuatro repeticiones;
cada maceta representaba una repeticion. Los
tratamientos realizados incluyeron el testigo
(sin herbicidas) y los siguientes productos y
dosisen g ha'! dei.a.: glifosato 108; imazetapir
10; clomazone 160 y lactofen 30, todos aplicados
solos. Otros tratamientos incluyeron todas las
combinaciones posibles entre dos de los
herbicidas y dosis mencionadas. A todos los
tratamientos herbicidas se les agrego surfac-
tante no-iénico a razén de 0,2% (v:v), excepto
el glifosato usado solo. Las dosis fueron ele-
gidas mediante una investigacion preliminar,
para permitir un control medio de las malezas.
La aplicacion de los herbicidas fue realizada
con una mochila de espalda a presion cons-
tante, que poseia un solo pico pulverizador
8002XR, con fuente de presion a gas carbonico.
Se emple6 un caudal de 150 L ha! de caldo
herbicida y se trabajo a una presion de
200 kPa.

Las evaluaciones realizadas incluyeron el
control de las plantas a los 3, 10 y 18 dias
después de la aplicacion de los tratamientos
(DAT), mediante una escala visual con valores
entre O y un 100%, donde O significaba ningtun
controly 100 comprendia las plantas muertas.
Los resultados fueron sometidos a los (mas-
culino) analisis de la varianza. El resultado
esperado de la combinacion de dos herbicidas
se determiné de acuerdo con el modelo
multiplicativo propuesto por Colby (1967). Los
valores observados para cada una de las
asociaciones de herbicidas estudiados se
compararon con el nimero esperado del test t,
al nivel de un 5% de probabilidad del error
experimental (Ramsey & Schafer, 1997). Una
respuesta observada fue considerada como
antagonista/sinérgica cuando fue inferior/
superior al resultado previsto por al menos el
valor del test t. Cuando el antagonismo o el
sinergismo no se ha podido demostrar, se
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considero el resultado de la asociacion
observada, como efecto neutro.

RESULTADOS Y DISCUSION
Prevencion para tolerancia al glifosato

Los sintomas de los herbicidas en las
malezas se evidenciaron ya a los 3 DAT.
Glifosato e imazetapir redujeron el creci-
miento de las dos malezas, sintoma que fue
mas contundente en el primer herbicida.
Clomazone se manifestéo con un albinismo
(manchas blancas) de partes de las hojas de
las plantulas, mientras que lactofen produjo
necrosis en las especies evaluadas. En general
estos sintomas fueron avanzando con el
transcurrir de los dias.

De las dos malezas estudiadas, A. hybridus
fue la mas juvenil. En la primera evaluacion
(3 DAT) el mejor control de esa maleza se
observo con la mezcla de glifosato + lactofen,
con un 70% de control (Tabla 1). De los
productos usados solos, lactofen fue el mas
contundente logrando un control de un 52%.
Clomazone, imazetapir y la mezcla de estos
dos productos realizaron un control de
A. hybridus muy bajo (un 22% o menos). Alos
10 DAT, todos los tratamientos incrementaron
el control de A. hybridus, fluctuando entre un
30% y un 87%. Por lo general los valores
mas altos se lograron con las mezclas que
contenian lactofen y también con glifosato +
imazetapir. Con estas mezclas se obtuvo al
menos un control de un 81%. A los 18 DAT, los
mejores controles fueron obtenidos con los
mismos tratamientos mencionados para los
10 DAT con valores de un 97% o superiores
(Tabla 1).

Comparando la acciéon de las mezclas,
ningun efecto sinérgico fue observado entre
las mismas en el control de A. hybridus. En
cambio se detect6 antagonismo en las mezclas
de clomazone mas glifosato y clomazone con
imazetapir, a los 10 DAT (Tabla 1).

Glifosato aplicado solo realizé6 un control
de I nil inferior a un 5% en todas las eva-
luaciones (Tabla 2). También fueron bajos
los controles de esta maleza logrados por
imazetapir y clomazone usados solos. Por el
contrario, lactofen y todas sus mezclas
lograron controles superiores a un 98% a los
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Tabla 1 - Control (%) de Amaranthus hybridus con diversos
tratamientos herbicidas. UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil.
2008
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Tabla 2 - Control (%) de Ipomoea nil con diversos trata-
mientos herbicidas. UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil.
2008

Tratamiento Dos_il Control (%) Tratamiento Dos_il - Control (%)
(gha”) 3DATY | 10DAT | 18 DAT (gha™) 3DATY | 10DAT | 18 DAT
Glifosato (G) 108 35 56 77 Glifosato (G) 108 4 3 3
Imazetapir (1) 10 10 36 47 Imazetapir (I) 10 18 27 40
Clomazone (C) 160 6 36 27 Clomazone (C) 160 21 38 35
Lactofen (L) 30 52 76 64 Lactofen (L) 30 75 99 100
G+1 108 + 10 50 N 81N 99N G+1 108 + 10 18 N¥ 48S 538
G+C 108 + 160 32N 36 A 75N G+C 108 + 160 23N 25A 28A
G+L 108 + 30 70N 87N 97N G+L 108 + 30 87N 100 N 100 N
I1+C 10 + 160 2N 30A 57N I+C 10 + 160 26N 33A 30A
I+L 10+30 45N 87N 98 N I+L 10 + 30 72N 98 N 100 N
C+L 160 + 30 40N 87N 97N C+L 160 + 30 67 A 98 N 100 N
No tratado - 0 0 0 No tratado - 0 0 0
DMS 5% 17 24 27 DMS 5% 13 8 11
CV (%) 36 31 28 CV (%) 22 10 13

VDAT = dias después de la aplicacion de los tratamientos herbicidas;
¥ A= antagonismo; S= sinergismo; N = efecto neutro, de acuerdo
con Colby (1967); ¥ DMS= diferencia minima significativa para la
comparacion de dos medias al nivel de probabilidad indicado.
CV= Coeficiente de variacion.

10 y 18 DAT (Tabla 2). En I nil, se pudo
evidenciar sinergismo de la mezcla de
glifosato mas imazetapir en las evaluaciones
alos 10y 18 DAT. Sin embargo, en las mismas
evaluaciones se detect6o antagonismo en el
control de I nil en las mezclas de clomazone
mas glifosato y clomazone mas imazetapir
(Tabla 2).

La baja eficiencia de algunos herbicidas
que se utilizaron solos no es de extranar, ya
que se aplicaron a dosis equivalentes a un
20-30% de la necesaria para obtener efectos
letales. Una de las hipotesis de este trabajo
era que la asociacion entre el glifosato y el
imazetapir es sinérgica. Hay informes en la
literatura que la asociacion favorece la absor-
cion y translocacion de los dos ingredientes
activos (Lich et al., 1997; Starke & Oliver,
1998). Pero, solo se observo sinergismo de esa
mezcla en I nil y se vio efecto neutro en
A. hybridus (Tablas 1, 2y 5).

También se esperaba que la combinacion
entre clomazone y lactofen fuera sinérgica
porque lactofen tiene capacidad para promover
el estrés oxidativo y el clomazone la propiedad
de inhibir la sintesis de carotenoides (Vidal
& Merotto Jr., 2001), con lo cual se creia
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potencializar el efecto de esta mezcla. Sin
embargo, los resultados indicaron un efecto
neutro, tanto en I nil como en A. hybridus, en
las condiciones evaluadas (Tablas 1, 2y 5).

Respecto a la combinacion de clomazone
con glifosato o imazetapir, se esperaba que
fuera antagonista porque la ausencia de
carotenoides, por la accion del primer herbi-
cida, reduciria la cantidad de cloroplastos y,
por lo tanto, seria menor la cantidad de locales
para la accion de los inhibidores de sintesis
de los aminoacidos (Vidal & Merotto Jr., 2001).
Las posibilidades de antagonismo en estas
mezclas se han confirmado en las dos especies
estudiadas (Tablas 1, 2y 5)

La asociacion de lactofen con glifosato o
imazetapir también se esperaba que fuera
antagonista porque el primer herbicida causa
severos danos a las hojas y dificulta la absor-
cion de los otros. Ademas, el primer herbicida
permite la oxidacion de los cloroplastos,
disminuyendo los sitios de actividad de los
inhibidores de sintesis de los aminoacidos
(Vidal & Merotto Jr., 2001). En L nil y en
A. hybridus, se encontroé efecto neutro de esas
mezclas y no se confirma la hipétesis de este
trabajo (Tablas 1, 2y 5).




Prospecicion de las combinaciones de herbicidas ...

Prevencion para la resistencia al glifosato

Glifosato, imazetapir y clomazone usados
solos y sus mezclas fueron muy poco efectivos
en el control de E. heterophylla alos 3 DAT (un
47% o menos). Sin embargo, en esta misma
evaluacion se observo un control superior a
un 65% en todos los tratamientos que con-
tenian lactofen, a excepcion cuando se mezclo
con clomazone. (Tabla 3).

En la evaluacion de E. heterophylla a los
10 DAT, el mejor tratamiento fue la mezcla
de glifosato con lactofen (un 81%), pero no
difirio de los valores obtenidos con imazetapir
mas lactofen y de lactofen aplicado solo. Una
tendencia similar se observo para la evalua-
cion alos 18 DAT, pero con un nivel de control
numéricamente superior a la obtenida a los
10 DAT (Tabla 3).

Se observo antagonismo en el control de
E. heterophylla con la asociacion de glifosato
con imazetapir o de lactofen con clomazone
en todas las evaluaciones, y alin en la mezcla
de clomazone mas imazetapir en dos evalua-
ciones. La combinacion de imazetapir con
lactofen so6lo fue antagoénica en la evaluacion
que se realiz6 a los 3 DAT (Tabla 3).

Tabla 3 - Control (%) de Euphorbia heterophylla con diversos
tratamientos herbicidas. UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil.
2008
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Todos los tratamientos de herbicidas fue-
ron ineficaces en el control de L. multiflorum
evaluados a los 3 DAT y 10 DAT (Tabla 4).
Sin embargo, a los 18 DAT, lactofen aplicado
solo y en todas sus combinaciones logro un
control de un 92% o superior. Glifosato mas
imazetapir controlaron esta maleza en un
85% (Tabla 4).

En el control de L. multiflorum, se observo
efecto antagonico en la asociacion de glifosato
mas clomazone y atn con clomazone mas
imazetapir en todas las evaluaciones. En las
demas mezclas de herbicidas, hubo antago-
nismo en la primera evaluacion, pero los
efectos fueron neutrales en la evaluacion final
(Tabla 4).

Se demostro efecto antagonista de la
asociacion entre el glifosato y el imazetapir
en el control de E. heterophyllay efecto neutro
en L. multiflorum (Tablas 3, 4 y 6), contra-
riamente a las expectativas de la literatura
(Lich et al., 1997, Starke & Oliver, 1998). Los
resultados de la asociacion entre lactofen y
clomazone también fueron antagonicos en
E. heterophylla y neutro en L. multiflorum
(Tablas 3,4y 6).

Tabla 4 - Control (%) de Lolium multiflorum con diversos
tratamientos herbicidas. UFRGS, Porto Alegre-RS,
Brasil. 2008

Tratamiento Dos-il Control (%) Tratamiento Dosi Control (%)
(gha”) 3DATY | 10DAT | 18 DAT (gha) 3DATY | 10DAT | 18 DAT
Glifosato (G) 108 36 42 53 Glifosato (G) 108 12 20 60
Imazetapir (I) 10 41 26 31 Imazetapir (I) 10 12 4 55
Clomazone (C) 160 33 11 8 Clomazone (C) 160 34 26 26
Lactofen (L) 30 68 72 83 Lactofen (L) 30 27 2 100
G+I 108+ 10 32 A% 43A 45 A G+1 108+ 10 12 A% 25N 85N
G+C 108 + 160 47N 51N 54N G+C 108 + 160 11A 32A 40 A
G+L 108 + 30 73N 81N 82N G+L 108 + 30 15A 558 9N
I+C 10+ 160 28 A 20A 27N I+C 10 + 160 6A 18A 42 A
I+L 10+ 30 66 A 72N 80N I+L 10+ 30 0A 3N 92N
C+L 160 + 30 56 A 41 A 27 A C+L 160 + 30 29 A 36 S 100 N
No tratado --- 0 0 0 No tratado - 0 0 0
DMS 5% 12 10 10 DMS 5% 5 7 14
CV (%) 19 17 16 CV (%) 25 26 15

VDAT = dias después de la aplicacion de los tratamientos herbicidas;
% A= antagonismo; S= sinergismo; N = efecto neutro, de acuerdo
con Colby (1967); ¥ DMS= diferencia minima significativa para la
comparacion de dos medias al nivel de probabilidad indicado.
CV= Coeficiente de variacion.

VDAT = dias después de la aplicacion de los tratamientos herbicidas;
¥ A= antagonismo; S= sinergismo; N = efecto neutro, de acuerdo
con Colby (1967); ¥ DMS= diferencia minima significativa para la
comparacion de dos medias al nivel de probabilidad indicado.
CV= Coeficiente de variacion.
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Tabla 5 - Resumen de la combinacion de cuatro herbicidas en el
control de Amaranthus hybridus e Ipomoea nil. UFRGS,
Porto Alegre-RS, Brasil. 2008
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Tabla 6 - Resumen de la combinacion de cuatro herbicidas en el
control de Euphorbia heterophylla v Lolium multiflorum.
UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil. 2008

Amaranthus hibridus Ipomoea nil Euphorbia heterophylla Lolium multiflorum
Glifosato Glifosato
N Imazetapir S A Imazetapir N
A A Clomazone A A N A Clomazone A A
N N N Lactofen N N N N N A Lactofen N N N

A = antagonismo; N = efecto neutro; S = sinergismo.

El antagonismo esperado para el cloma-
zone con glifosato o con imazetapir, sélo se
confirmo6 en E. heterophylla para la ultima
mezcla (Tablas 3, 4 y 6). La mezcla de
lactofen con glyphosate o con imazetapir,
demostré efecto neutro en E. heterophyllay en
L. multiflorum, con lo cual no se confirma la
hipotesis de antagonismo, como se propuso
antes (Tablas 3, 4y 6).

Para todas las malezas y herbicidas
evaluados, existen tres explicaciones posibles
para justificar la falta de sinergismo o
antagonismo como se esperaba. En primer
lugar, la alta variabilidad de los datos en cada
repeticion ha hecho con que la comparacion
entre los resultados observados y esperados no
fuesen significativos, reduciendo la oportu-
nidad de demostrar diferencias estadisticas,
y por lo tanto, no es posible confirmar la
hipotesis. En segundo lugar, el tamano juvenil
de las plantas al momento de la pulverizacion
de los herbicidas, en comparaciéon con las
condiciones reales en el campo, también pudo
haber desvirtuado los datos obtenidos. En
tercer lugar, la alta frecuencia de dias nubla-
dos después de la aplicacion de los herbicidas
pudo haber disminuido el potencial de los
mismos, especialmente en aquellos que
causan estrés oxidativo como clomazone y
lactofen, reduciendo sus posibilidades de
antagonizar/sinergizar alos otros compuestos
evaluados.

Este trabajo demuestra que el efecto de la
combinacion de los herbicidas depende de las
especies evaluadas y también de los herbicidas
usados. Pero todas esas combinaciones son
potencialmente utiles en la prevencion del
desarrollo de la tolerancia o de la resistencia
al glifosato.
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