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Resumen y Abstract IX

Resumen

Echinochloa colona es una de las especies de malezas de mas dificil manejo en el cultivo del
arroz. Pese a los numerosos casos de resistencia de E. colona a herbicidas en el mundo, en
Colombia los reportes son escasos y casi todos de hace mas de dos décadas. Para detectar la
resistencia de E. colona a bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac en los municipios
Saldafia y Purificacion, se efectudé un muestreo espacial en 23 lotes de arroz, a través de una rejilla
de 26 cuadros de 2,56 km?. Plantulas de las 23 poblaciones se trataron con los herbicidas a su
respectiva dosis comercial (1x) y el doble de la dosis (2x), bajo condiciones controladas. Se evalu6
peso fresco relativo, control y sobrevivencia. Poblaciones con peso fresco relativo superior al 20%,
sobrevivencia superior al 20%, y controles inferiores al 80%, se categorizaron como resistentes.
Para el analisis estadistico, se utiliz6 un modelo mixto que incluy6 las poblaciones como efecto
aleatorio. La distribucion de la resistencia se evalu6 mediante un andlisis de autocorrelacion
espacial. Se establecié que, el 91% de las poblaciones fueron resistentes a bispiribac-sodio, el 57%
a cihalofop-butilo y el 52% a quinclorac. EI 70% presentaron resistencia multiple a al menos dos
herbicidas y el 30% a los tres herbicidas. La distribucion de la resistencia fue aleatoria,
concordando con lo obtenido con el modelo mixto que mostré una respuesta homogénea de las
poblaciones a nivel de lote y heterogénea entre lotes. Tal distribucion indica que las estrategias de
manejo especificas de un lote generan una presién de seleccion local que define la evolucién de la

resistencia de manera independiente en cada lote.

Palabras clave: Modelo mixto, presion de seleccion, resistencia cruzada, resistencia

maultiple



X Deteccidn y distribucién de accesiones de Echinochloa colona (L.) Link resistentes a
herbicidas post-emergentes selectivos al cultivo de arroz, en el area de influencia del distrito
de riego Uso Saldafia

Abstract

Echinochloa colona is one of the most troublesome weed species in rice crop. Despite numerous
cases of herbicide resistance in E. colona worldwide, in Colombia the reports are scarce and most
of them dating from over two decades ago. To screen the resistance of E. colona to bispyribac-
sodium, cyhalofop-butyl and quinclorac, in the Saldafia and Purificacion counties, a survey was
carried out in 23 rice fields, through a grid of 26 squares of 2.56 km? each. Seedlings of the 23
populations were treated with commercial formulations of the respective herbicides at their
recommended (1x) dose and twice the dose (2x) under controlled conditions. Relative fresh
weight, percent control and survival were evaluated. Populations with relative fresh weight greater
than 20%, survival greater than 20%, and controlled below 80%, were categorized as resistant. For
the statistical analysis, a mixed model was used with populations as random effect. The
distribution of resistance was evaluated by a spatial autocorrelation analysis. It was established
that 91% of the populations were resistant to bispyribac-sodium, 57% to cyhalofop-butyl and 52%
to quinclorac. Seventy percent had multiple resistance to at least two herbicides and 30% to three
herbicides. Resistance distributed randomly, in agreement with the results obtained with the mixed
model that showed a homogenous response of the populations within fields and heterogeneous
among fields. This indicates that management strategies at field level generate a local selection

pressure that determines the evolution of the resistance independently in each field.

Keywords: Mixed model, cross resistance, multiple resistance
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Introduccion

Los herbicidas son la herramienta més efectiva y relativamente barata para el control de malezas en
los cultivos (Délye et al., 2013). Desde su introduccién en el mundo hace casi ocho décadas,
cambiaron draméaticamente la produccion en muchos cultivos (Oerke, 2006). La mayoria de los
herbicidas son altamente especificos (Jasieniuk y Maxwell, 1994) por lo que permiten reducir las
practicas de manejo intensivas y demandantes de tiempo y su uso se extiende en la agricultura a

escala global para el control de malezas (Busi et al., 2013).

Sin embargo, como en cualquier entorno bioldgico perturbado, el uso de herbicidas ha favorecido
la seleccion de rasgos genéticos que confieren a las malezas resistencia fenotipica a los herbicidas
(Busi et al., 2013). Si la variacién genética para la resistencia existe en una poblacion de malezas,
el tratamiento repetido con herbicidas altamente eficaces, junto con la precaria combinacion de
practicas de manejo mecéanicas y culturales, cambiara la composicién genética de la poblacion,
seleccionando biotipos resistentes que terminaran fijandose en la poblacién, debido a la intensa

presién de seleccion impuesta (Jasieniuk y Maxwell, 1994; Vencill et al., 2012).

Indiscutiblemente, la resistencia a herbicidas es el principal problema a nivel mundial en el manejo
de malezas y una de las mayores preocupaciones de la agricultura moderna, por lo que los estudios
de resistencia a herbicidas estan en el primer plano de la investigacion actual en la ciencia de las
malezas (Neve et al., 2009; Panozzo et al., 2015). En la actualidad, se han registrado 491 casos
individuales de resistencia confirmada a herbicidas en el mundo (Heap, 2018). Existen en total 432
especies de malezas reportadas como resistentes a los principales grupos de herbicidas usados en la
agricultura (Heap, 2018). Cincuenta y seis de estas especies presentan de manera simultanea
resistencia a mas de un modo de accion (MOA) y se reportan casos en los que en una sola especie
presenta resistencia hasta a siete MOA (Heap, 2018), lo que es una situacién preocupante e

importante en la agricultura (Busi et al., 2013).

La deteccion temprana, oportuna y acertada de biotipos resistentes es crucial para su prevencion,

manejo y mitigacion (Burgos et al., 2013; Panozzo et al., 2015). Asimismo, una actualizacion
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oportuna de la distribucion de biotipos resistentes, es fundamental para disefiar e implementar

estrategias eficientes de manejo de la resistencia (Panozzo et al., 2015).

En general, ha habido poca documentacién de la escala espacial en la que los genes de resistencia a
herbicidas evolucionan; de hecho, la mayoria de los estudios de resistencia a herbicidas en las
malezas s6lo han considerado una o unas pocas poblaciones de malezas en particular (Menchari et
al., 2006). Para manejar nuevos brotes de malezas resistentes a herbicidas 0 malezas invasoras
nocivas, los productores necesitan informacion espacial que describa donde se encuentran y la

forma en que son propensas a propagarse dentro y entre los campos (Cardina et al., 1997).

El mapeo frecuentemente actualizado de biotipos resistentes y una rapida difusion de esta
informacidn, son importantes en el manejo y retraso de la evolucion de la resistencia a herbicidas
(Panozzo et al., 2015). Esta informacion puede ser util para las distintas partes interesadas:
agricultores, técnicos, agentes reguladores asi como para la industria agroquimica; mapas a gran
escala que muestran la propagacién de la resistencia a nivel mundial y continental, ya estan
disponibles en la base de datos mundial de resistencia a los herbicidas, no obstante son necesarios

mapas mas detallados en los niveles nacional, regional y local (Panozzo et al., 2015).

En América, los herbicidas son un componente esencial de manejo de malezas en el cultivo del
arroz; clomazone, quinclorac, pendimetalina, y tiobencarb son herbicidas importantes en
premergencia (PRE) y PRE tardia, mientras que propanil, cihalofop-butilo, fenoxaprop-p-etilo,
halosulfuron, bispiribac-sodio, quinclorac, saflufenacil, y carfentrazon son herbicidas populares en

post-emergencia (Singh et al., 2017).

Echinochloa colona (L.) Link, es una especie hexaploide o tetraploide (Brown, 1950; Yabuno,
1962), predominantemente autégama (Fischer y Garcia, 1997), se propaga principalmente por
semillas, sin embargo también es capaz de propagarse de manera clonal a través de los nudos
(Masood et al., 2016). Es considerada como una de las malezas gramineas de mas dificil control en
cultivos de verano y vegetales de mas de 60 paises (Masood et al., 2016). Es una maleza
dominante y casi omnipresente en el cultivo del arroz (Valverde et al., 2000). Su ocurrencia ha sido
reportada con grandes densidades en 24 paises con arroz de siembra directa, 12 con arroz irrigado
y también en arroz trasplantado (Masood et al., 2016). En Colombia puede llegar a causar
reducciones en el rendimiento de hasta el 92% en asociacion con otras gramineas (Castro y

Almario, 1990). En el departamento del Tolima, es la especie de mayor importancia y prevalencia
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en cultivo de arroz (Ramirez et al., 2017).

En el cultivo del arroz, para E. colona existen reportes de resistencia de simple y multiple para la
mayoria de MOA incluyendo, inhibidores del fotosistema Il (propanil), inhibidores de la acetil
coenzima-A carboxilasa (ACCasa) (fenoxaprop, fluazifop, haloxifop, cihalofop-butilo), inhibidores
de la acetolactato sintasa (ALS) (penoxsulam, bispiribac-sodio, azimsulfuron, imazapyr,
imazethapyr), inhibidores de la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSP) (glifosato) y
auxinicos (quinclorac) (Heap, 2018). En Colombia, se detecto resistencia a propanil en la década
de los 80’s (Fischer et al., 1993), posteriormente a quinclorac (Valverde e Itoh, 2001) y
recientemente se reportaron accesiones con altos niveles de resistencia a penoxsulam en lotes

arroceros del Tolima (Carranza y Plaza, 2015b).

Las especies de Echinochloa spp. son proclives a la evolucion de la resistencia, (Valverde et al.,
2000). En Colombia, los productores frecuentemente manifiestan dificultades en el control de E.
colona, ademas hay una sobredependencia de herbicidas para su manejo y siembra intensiva de
arroz. Estos hechos y la ausencia de trabajos de resistencia en Colombia, sugerian casos de

resistencia no documentada a herbicidas en E. colona.

Los objetivos de este trabajo fueron, establecer si hay resistencia de E. colona a los principales
herbicidas post-emergentes, usados en el cultivo del arroz, en los municipios de Saldafia y
Purificacién del departamento del Tolima y mapear la distribucion espacial de la resistencia en

estos municipios.






1. Materiales y métodos

En este trabajo se hizo deteccion preliminar de resistencia a herbicidas en la zona de Saldafia y
Purificacion, una de las mas importantes del pais. Para abarcarla por completo y de manera
sistemética, se llevd a cabo un muestreo espacial (de semillas de E. colona) en estos dos
municipios (beneficiados por el distrito de riego UsoSaldafia), buscando garantizar al menos una
poblacion por cada mil hectéareas cultivadas en la zona (22 mil ha, en la época del muestreo). En
invernadero las plantulas emergidas de las semillas recolectadas, fueron expuestas a la dosis
comercial (1x) y el doble (2x) de los herbicidas evaluados. Después de dos semanas, se realizé el
conteo de plantas sobrevivientes, se cuantifico el control visual (%) y peso fresco; con los datos se

realizé la categorizacion de resistencia.

1.1 Material vegetal

Durante el segundo semestre de 2016, se recolectaron semillas de paniculas maduras de E. colona,
en lotes comerciales de arroz préximos a cosecha (Estadios R8 y R9 (Counce et al., 2000)). La
poblacién fue definida como la mezcla de semillas recolectadas en un Unico lote. Se recolectaron
26 poblaciones (42-67, ID asignado en un grupo de poblaciones mas grande). Cada poblacion fue
georreferenciada y se registraron las condiciones de manejo, historial del lote, manejo de malezas y
herbicidas, en la medida de lo posible. Adicionalmente, se incluyeron, dos poblaciones de
referencia, previamente caracterizadas por Carranza y Plaza (2015a, 2015b); TAS, resistente a
herbicidas inhibidores de ALS, ACCasa y quinclorac, y VM susceptible a los herbicidas

mencionados.
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Figura 1. Rejilla empleada para la seleccién de los puntos de muestreo sobre el mapa de los

municipios Saldafa-Purificacion. Fuente: Elaboracion propia
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Durante el segundo semestre de 2016, se recolectaron semillas de paniculas maduras de E. colona,
en lotes comerciales de arroz proximos a cosecha (Estadios R8 y R9 (Counce et al., 2000)). La
poblacion fue definida como la mezcla de semillas recolectadas en un Unico lote. Se recolectaron
26 poblaciones (42-67, 1D asignado en un grupo de poblaciones més grande). Cada poblacion fue
georreferenciada y se registraron las condiciones de manejo, historial del lote, manejo de malezas y
herbicidas, en la medida de lo posible. Adicionalmente, se incluyeron, dos poblaciones de
referencia, previamente caracterizadas por Carranza y Plaza (2015a, 2015b); TAb5, resistente a
herbicidas inhibidores de ALS, ACCasa y quinclorac, y VM susceptible a los herbicidas

mencionados.
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1.2 Métodos

1.2.1 Muestreo de las poblaciones de Echinochloa colona

Se realiz6 un muestreo espacial en los municipios de Saldafia (Lat. 3.93472, Long.-75.02028) y
Purificacién (Lat. 3.85871, Long.-74.9313) del departamento del Tolima (&rea aproximada, 66,56
km?). Se utiliz6 una rejilla de 26 cuadros, cada uno de ellos con un érea de 2,56 km? (Figura 1). La
rejilla se disefid mediante el software SIG Arc Gis version de prueba 10.4.1, haciendo uso de
herramientas de analisis espacial y la imagen capturada por el satélite LandSat 8 del Servicio
Geoldgico de los Estados Unidos (USGS). En cada cuadro se eligié al azar un lote cultivado con
arroz, en el cual se recolectaron las semillas mediante muestreo aleatorio simple. Posteriormente,

estas fueron almacenadas a 4°C durante tres meses.

1.2.2 Disefio de experimentos

La evaluacidn de la respuesta a los herbicidas se realiz6 bajo condiciones controladas, en un disefio
completamente al azar, con un arreglo factorial de tres replicas. El primer factor lo constituyo las
poblaciones de E. colona, junto con las dos de referencia, susceptible (VM) y resistente (TAS5). El
segundo factor fue el herbicida. Se evaluaron tres herbicidas en tres dosis asi: bispiribac-sodio, 0,
50 y 100 g ha'l; cihalofop-butilo, 0, 270 y 540 g ha; y quinclorac, 0, 375y 750 g ha. Las dosis
seleccionadas para cada herbicida correspondieron a la dosis comercial (1x) y el doble (2x). La
unidad experimental fue una matera con diez plantas establecidas. Para verificar los resultados, el

experimento se efectud dos veces en el tiempo.

Las semillas, se escarificaron con HCI al 10% durante 20 minutos, posteriormente se dispusieron
en cajas de Petri con agar al 0,6% (p v?!), KNOs al 0,2% y ampicilina a 32 pg mL™. Cuando las
plantulas emitieron la primera hoja, fueron trasplantadas a suelo en materas de 10x7x8,5 cm. Los
herbicidas se aplicaron cuando las plantas presentaban tres hojas completamente extendidas (GS
13 en la escala extendida BBCH (Hess et al., 1997)), usando una aspersora de CO, a presion

constante de 3,4 N. m, boquilla Tee Jeet 8002 y un volumen de aplicacién de 200 L.ha™.

A los 14 dias después del tratamiento (dda) se evaluaron las variables, sobrevivencia, peso fresco y
control visual (respecto al testigo no tratado). Para sobrevivencia, se registro el nimero de plantas
vivas con crecimiento activo (aun si presentaban sintomas de toxicidad) en cada unidad

experimental.
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1.2.3 Analisis estadistico

Las variables peso fresco y control visual fueron normalizadas utilizando las transformaciones: 1)
para peso fresco, raiz cuadrada (bispiribac-sodio y cihalofop-butilo) y logaritmica (quinclorac), y

2) para control, arcoseno.

Usando la funcién Ime, del paquete nime en R (Pinheiro et al., 2017), se seleccion6 un modelo
mixto lineal de maxima verosimilitud restringida (REML) para el analisis de sobrevivencia, control
y peso fresco, con cada uno de los herbicidas. Se evalué la inclusion de las poblaciones como
efecto aleatorio y la interaccion de estas con el ambiente (experimentos 1 y 2) y con las

repeticiones. La dosis el herbicida se incluy6 en el modelo como estructura de efectos fijos.

Para evaluar el poder explicativo adicional de agregar un efecto aleatorio a un modelo, se usé una
prueba de razén de verosimilitud logaritmica (Pinheiro y Bates, 2000), que se calcula como 2[log-
verosimilitud del modelo B — log-verosimilitud del modelo A], donde el modelo A es méas general
que el modelo B (modelo A tiene menos efectos aleatorios). La distribucion resultante del
estadistico de esta prueba se aproxima a una distribucién chi-cuadrado con Kg-Ka grados de
libertad, donde K; es el niUmero de parametros que se estimaran en el modelo i (Pinheiro y Bates,
2000). Se seleccion6 entonces el modelo mas parsimonioso que resultd significativo en la prueba
de razon de verosimilitud y que presentd los valores mas bajos para el criterio de informacion de

Akaike (AIC) y el criterio de informacion bayesiano (BIC) (Burnham y Anderson, 2002).

Finalmente se compard la respuesta de las variables (transformadas) a los efectos fijos, entre

tratamientos, a través de la funcion glht del paquete multcomp en R (Hothorn et al., 2008).

Posteriormente y para efectos del analisis de resultados, los promedios resultantes de cada variable

en cada herbicida, fueron re-transformadas a las unidades originales.

1.2.4 Deteccion de la resistencia en Echinochloa colona, a bispiribac-
sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

Las poblaciones fueron categorizadas como susceptibles o resistentes, de manera independiente

para cada variable (Cuadro 1). En general, se definieron como resistentes las poblaciones cuyo
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valor promedio de: 1) peso fresco (relativo al testigo no tratado) menos la desviacion estandar
(D.E) fue superior al 20%; 2) sobrevivencia-D.E superior al 20%; y control-D.E inferior al 80%
(Adaptado de: Panozzo et al.,, 2013). Los resultados se clasificaron en cuatro categorias: dos
susceptibles (S y SR) y dos resistentes (R y RR) (Adaptado de: Panozzo et al, 2015). Para cada
herbicida, se calcul6 una categoria general de resistencia a partir de la moda de las tres variables.

En los casos donde no habia moda, se seleccién la categoria intermedia entre las tres variables.

Cuadro 1. Categorizacion de la resistencia a partir de las variables peso fresco relativo,
sobrevivencia y control (Adapatado de Panozzo et al., 2015).

Catedoria Sub- Peso fresco Sobrevivencia-D. E  Control-D. E
9 Categoria relativo-D. E* (%) (%) (%)
Susceptible S <5 <5 >05
SR 5-20 5-20 95-80
Resistente R > 20, 1x > 20, 1x < 80, 1x
RR > 20, 1xy 2x > 20, Ixy 2x <80, Ixy 2x

*La desviacion estandar se resto a la variable original, antes del calculo del peso fresco relativo.

1.2.5 Distribucion espacial de la resistencia de Echinochloa colona a
bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac

La categorizacion (general) de resistencia para cada herbicida, se representd espacialmente

mediante cartografia tematica usando el software SIG Arc Gis version de prueba 10.4.1, haciendo

uso de herramientas de analisis espacial y la imagen satelital Landsat ETM 8, obtenida del servicio

geoldgico de los Estados Unidos (Figura 2-4).

Para establecer si existia correlacion entre la ubicacion geogréfica de las poblaciones (lote) y la
resistencia, se evalud la autocorrelacion espacial, mediante un anélisis de conteo conjunto en el
ambiente R (R Development Core, 2006), asignando un valor de 1 a las poblaciones clasificadas

como resistentes (R y RR) y 0 a las clasificadas como susceptibles (S y SR).






2. Resultados

2.1 Muestreo de las poblaciones de Echinochloa colona

La semilla de tres de las poblaciones recolectadas (44, 54 y 55) no germind, por lo que se
excluyeron del estudio. En general, los lotes cultivados en la zona, aunque numerosos, son
pequefios. Su area vario entre 4 ha 'y 30 ha, con un promedio de 15 ha. Desafortunadamente, la
disponibilidad de informacién acerca de los lotes muestreados fue escasa o hasta nula. La mayoria
de productores o las personas encargadas del manejo del lote, no tenian informacion precisa o
alguna, de las aplicaciones de herbicidas. De aguellos productores que tenian informacién, el 69%
usaban rutinariamente propanil, 46% bispiribac y 54% quinclorac. Especificamente con el uso de
guinclorac, todos los productores manifestaron el uso en post-emergencia tardia (inicio de
floracion de E. colona), sobre los parches de E. colona que escapaban al control con herbicidas

empleados en estadios mas tempranos.

2.2 Analisis estadistico

En general, la respuesta a los herbicidas (efectos fijos) fue variable entre poblaciones (efecto
aleatorio) y consistente entre repeticiones (ausencia de interaccion entre poblaciones vy
repeticiones). Cuando el experimento se repitio en el tiempo, se presento variacion en la respuesta
(efecto aleatorio), sin embargo esta no fue significativa (ausencia de interaccion entre efectos fijos

y ambiente).

El modelo seleccionado entonces, para cada una de las variables, con cada uno de los herbicidas
(excepto para sobrevivencia cuando se aplic6 cihalofop-butilo) fue aquel que ademas de los efectos
fijos, incluia las poblaciones como efecto aleatorio y la interaccion de estas con el ambiente
(Modelo tres, Anexos A, B y C). Para la variable sobrevivencia con el herbicida cihalofop-butilo,
el modelo con el mejor ajuste fue similar al mencionado antes, diferencidndose solo en la ausencia

de interaccion de las poblaciones con el ambiente (Anexo C, modelo 2).
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2.3 Bispiribac-sodio: Resistencia y distribucion espacial en
Echinochloa colona

En la figura 2 se presentan, la media obtenida para cada variable con cada dosis de bispiribac-sodio

y los resultados de las pruebas de comparacidn entre estos tratamientos.

Figura 2. Sobrevivencia, control y peso fresco de poblaciones de E. colona expuestas a bispiribac-
sodio a las dosis de 0, 50 y 100 g.ha provenientes de los municipios Saldafa-Purificacién. En la
parte superior de la barras promedios, y en la parte inferior pruebas de comparacién; promedios

con letras diferentes, son estadisticamente diferentes (P<0.05).

A Peso(g) B. Control (%) C. Sobrevivencia (%)
100 - 100
75 - 79
Dosis
E 50 °
< 50

B2 B 00

o5- 2T 26

0- a b a b a b

0 50 ‘1DIIII a 50 1EIIIZI 0 50 ‘1IZIIIII
Dosis de bispiribac-sodio (g i.a.ha-1)

El uso del herbicida bispiribac-sodio, no disminuy6 de manera importante la acumulacion de
biomasa (5%) ni la sobrevivencia (23%), de hecho no hubo una respuesta diferencial entre las
dosis del herbicida (p > 0.05). Respecto al control, este aumentd solo en 12% al duplicar la dosis

del herbicida (p < 0.05).

En el cuadro 2, se presenta la categorizacion de resistencia de las poblaciones, calculada a partir de
peso fresco relativo, control y sobrevivencia. A partir de la moda de las tres variables, se establecio
una categorizacion general de la resistencia. De acuerdo con esta Gltima y tal como se observa en

la figura 3, el 91% resultaron resistentes a bispiribac-sodio (R y RR).
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Cuadro 2. Categorizacion de la resistencia a bispiribac-sodio de veintitrés poblaciones de E.

colona provenientes de los municipios Saldafia-Purificacion.

Resistencia calculada partir de Moda*
Poblacién Peso ffesco Control Sobrevivencia General
relativo

42 RR RR RR RR
43 RR RR RR RR
45 R RR RR RR
46 RR RR RR RR
47 RR RR RR RR
48 SR R SR SR
49 RR RR RR RR
50 RR RR RR RR
51 RR RR RR RR
52 RR RR RR RR
55 SR RR SR SR
56 RR RR RR RR
57 R RR RR RR
58 RR RR RR RR
59 R RR RR RR
60 RR RR RR RR
61 RR RR RR RR
62 RR RR RR RR
63 RR RR RR RR
64 RR RR RR RR
65 RR RR RR RR
66 R RR R R

67 RR RR RR RR
TAS5 RR RR RR RR
VM S S S S

Resistentes: R=resistentes a 1x y RR= resistentes a 1x y 2x. Susceptibles: S= Peso fresco relativo
(Pr) < 5% con 1x; Control (Ct) >95% con 1x; Sobrevivencia (Sb) < 5% con 1x, y SR= Pf: 5-20%

con 1x; Ct: 80%-95%; Sh: 5-20%.*En los casos donde no habia moda, se seleccién la categoria

intermedia entre las tres variables.
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Figura 3. Frecuencia de la resistencia a bispiribac-sodio de 23 poblaciones de E. colona, calculada
a partir de las variables, peso fresco relativo (A), control (B), sobrevivencia (C) y resistencia
general (D) (Cuadro 2). Resistentes=R y RR, Susceptibles=S y SR.

A Pesorelativo B. Control C. Sobrevivencia D. General
100-

75-
Categoria
R

50- . RR
Ns

SR
25-

o- mim i i !

0 0 0

FPoblaciones por categoria (%)

0
R RR & SR R RR & SR R RR 5§ SR R RR § S8R
Categoria

Como se observa en la figura 4, no se presentd ningun patrén de agregacion en la distribucion de la
resistencia de E. colona a bispiribac-sodio. El andlisis de autocorrelacion espacial, reveld que la
distribucion de la resistencia fue aleatoria.

Figura 4. Mapa de distribucion de la resistencia de 23 poblaciones de E. colona a bispiribac-sodio (1x,

50; 2x, 100 g.ha™) en los municipios de Saldafia y Purificacion (Escala 1:125.000).
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2.4 Cihalofop-butilo: Resistencia y distribucion espacial, en
Echinochloa colona

El uso de cihalofop-butilo (Figura 5) afectd la acumulacién de biomasa, sobrevivencia y control,

en las plantas tratadas. Esta respuesta varié en funcién de la dosis del herbicida (P<0.05).

Figura 5. Sobrevivencia, control y peso fresco de poblaciones de E. colona expuestas al herbicida
cihalofop-butilo a dosis 0, 270 y 540 g.ha* provenientes de los municipios Saldafia-Purificacion.
En la parte superior de la barras promedios, y en la parte inferior pruebas de comparacion;

promedios con letras diferentes, son estadisticamente diferentes (P<0.05).

A Peso(g) B. Caontrol (%) C. Sobrevivencia (%)
100 - 100
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< " 270
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Dosis de cihalofop-butilo (g i.a.ha-1)

La categorizacion de resistencia a cihalofop-butilo en las poblaciones, se presenta en el Cuadro 3y
en la figura 6, observandose que el 57% (56,5%) de las poblaciones fueron resistentes al herbicida

(RYRR).
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Cuadro 3. Categorizacion de la resistencia a cihalofop-butilo de veintitrés poblaciones de E.

colona provenientes de los municipios Saldafia-Purificacion.

Resistencia calculada partir de Moda*
Peso
Poblacion  fresco ~ Control Sobrevivencia General
relativo
42 R RR R R
43 S SR S S
45 RR RR RR RR
46 RR RR RR RR
47 SR R SR SR
48 SR R SR SR
49 S R SR SR
50 S S S S
51 R RR RR RR
52 R R R R
55 SR R R R
56 S SR S S
57 SR RR R R
58 R RR R R
59 R R R R
60 R R R R
61 S SR S S
62 R R R R
63 R R R R
64 SR R SR SR
65 SR R SR SR
66 SR SR SR SR
67 R R R R
TAS R RR R R
VM S S S S

Resistentes: R= resistentes a 1x y RR= resistentes a 1x y 2x. Susceptibles: S= Peso fresco
relativo (Pr) < 5% con 1x; Control (Ct) >95% con 1x; Sobrevivencia (Sh) < 5% con 1x, y SR= Pf:
5-20% con 1x; Ct: 80%-95%:;Sh: 5-20%.* En los casos donde no hahia moda, se seleccién la

categoria intermedia entre las tres variables.
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Figura 6. Frecuencia de la resistencia a cihalofop-butilo de 23 poblaciones de E. colona, calculada
a partir de las variables, peso fresco relativo (A), control (B) y sobrevivencia (C), y resistencia
general (D) (Cuadro 3). Resistentes=R y RR, Susceptibles=S y SR.
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La distribucion de la resistencia de E. colona a cihalofop-butilo fue aleatoria, por lo que en la

figura 7, no se observa un patrén definido en la distribucion de la resistencia.

Figura 7. Mapa de la distribucion de la resistencia de 23 poblaciones de E. colona a cihalofop-

butilo (1x, 270; 2x, 540 g.ha) en los municipios de Saldafa y Purificacion (Escala 1:125.000).
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2.5 Quinclorac: Resistencia y distribucion espacial, en
Echinochloa colona

Similar a lo obtenido con cihalofop-butilo, el uso de quinclorac y la dosis del mismo, afect6 la

acumulacion de biomasa, control y sobrevivencia (p < 0,05).

La categorizacidn de la resistencia se presenta en el Cuadro 4. En la figura 9 se observa que el 52%

de las poblaciones fueron resistentes a quinclorac (R y RR).

Figura 8. Sobrevivencia, control y peso fresco de poblaciones de E. colona expuestas al
herbicida quinclorac a dosis 0, 375 y 750 g.ha provenientes de los municipios Saldafa-
Purificacién. En la parte superior de la barras promedios, y en la parte inferior pruebas de
comparacion; promedios con letras diferentes, son estadisticamente diferentes (P<0.05).

A Peso(g) B. Control (%) C. Sobrevivencia (%)
100 - 100
83
75-
Dosis
E 50 - ’
S 50 375
.?ED
25- 25
20
0- a p e a b a b
375 750 ] 375 750 ] 375 7580

Dosis de quinclorac (g i.a.ha-1)



Resultados 19

Cuadro 4. Categorizacién de la resistencia a quinclorac de veintitrés poblaciones de E. colona

provenientes de los municipios Saldafa-Purificacion.

Resistencia calculada partir de Moda*
Poblacioén Peso ffesco Control Sobrevivencia General
relativo
42 SR SR R SR
43 SR SR R SR
45 R SR R R
46 SR R RR R
47 SR SR R SR
48 R R R R
49 SR SR R SR
50 S S S S
51 RR RR RR RR
52 SR R SR SR
55 S R S S
56 S SR S S
57 R RR RR RR
58 RR RR RR RR
59 R SR SR SR
60 S R SR SR
61 R R RR R
62 R RR RR RR
63 SR R R R
64 R RR R R
65 SR R R R
66 R RR R R
67 S S SR S
TAS5 R RR R R
VM S S S S

Resistentes: R= resistentes a 1x y RR= resistentes a 1x y 2Xx. Susceptibles: S= Peso fresco
relativo (Pr) < 5% con 1x; Control (Ct) >95% con 1x; Sobrevivencia (Sh) < 5% con 1x, y SR= Pf:
5-20% con 1x; Ct: 80%-95%;Sh: 5-20%.*En los casos donde no habia moda, se seleccion la

categoria intermedia entre las tres variables.
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Figura 9. Frecuencia de la resistencia a quinclorac de 23 poblaciones de E. colona, calculada a
partir de las variables, peso fresco relativo (A), control (B) y sobrevivencia (C), y resistencia
general (D) (Cuadro 4). Resistentes=R y RR, Susceptibles=S y SR.
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En la figura 10, se presenta la distribucion geografica de la resistencia a quinclorac en E. colona,
que de acuerdo al andlisis de autocorrelacion espacial, fue aleatoria.

Figura 10. Mapa de la distribucién de la resistencia de e 23 poblaciones de E. colona a quinclorac

(1x, 270; 2x, 540 g.hat) en los municipios de Saldafia y Purificacion (Escala 1:125.000).
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Finalmente, se establecid, que usando la dosis comercial de los herbicidas evaluados, el 100% de
las poblaciones fueron resistentes al menos un herbicida (74% con 2x), el 70% a al menos 2 (9%

con 2x) y el 30% a los tres herbicidas (0% con 2x).






3. Discusioén

3.1 Modelo mixto

La variacion en la respuesta a los herbicidas entre poblaciones y la consistencia de la respuesta
entre repeticiones, sefiald que los individuos presentes dentro de cada poblacion, eran
relativamente similares entre si. Es decir, dentro de cada lote, los individuos muestreados
presentaban homogeneidad en la respuesta a los tratamientos; sin embargo, entre lotes, estas
poblaciones eran heterogéneas.

La adaptacion de las malezas a los ecosistemas agricolas, requiere la existencia de variacion
genética y presion de seleccion; ésta puede ser impuesta por las practicas de manejo de malezas y
del cultivo y las condiciones ambientales locales, 1o que resulta en ecotipos localmente adaptados
(Neve et al., 2009).

La homogeneidad de las poblaciones encontrada a nivel de lote, estaria relacionada a la presién de
seleccién ejercida por los herbicidas localmente, puesto que los planes de aplicaciones de
herbicidas son disefiados a nivel de finca (lote), lo que crea un mosaico de presion de seleccion
local (Menchari et al., 2006). Adicionalmente, cuando genes de resistencia son introducidos en un
lote por la migracién de polen o semillas resistentes de lotes cercanos, es probable que estos sean
introducidos varias veces y desde varios puntos, por lo que se espera que la distribucién espacial de
las plantas resistentes en un lote, sea en parches a pocas generaciones de su introduccién (Jasieniuk
y Maxwell, 1994). Adicionalmente, Nybom (2004) encontrd que en plantas anuales, autdgamas,
con semillas dispersadas por la gravedad o que tienden a adherirse a animales, se espera una
varianza genética menor dentro de las poblaciones y mayor entre poblaciones. E. colona ademas de
ser anual y predominantemente autégama (Fischer y Garcia, 1997), no posee aristas, lo que
disminuye su movilidad incluso dentro del lote (Thornby et al., 2014). Finalmente, la propagacion
de genes a larga distancia mediada por polen en gramineas es probablemente una condicion rara
(Menchari et al., 2006).
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De acuerdo a lo anterior, la homogeneidad de las poblaciones dentro de cada lote y la
heterogeneidad entre lotes, puede deberse tanto a la presion de seleccidn, como a la biologia de la

especie.

Neve et al. (2009) sefialan la necesidad del manejo de malezas desde una perspectiva que tenga en
cuenta la biologia evolutiva de las especies de malezas, lo que permitiria prevenir o minimizar su
adaptacion y propagacion. En este sentido, estos autores sefialan la importancia de un
conocimiento profundo de la extensidn, estructura y significancia de la variacion genética dentro y
entre poblaciones de malezas. El uso del modelo mixto, en este trabajo da una idea de la variacion
entre los individuos, intra-poblacionalmente e inter-poblacionalmente; sin embargo, son necesarios

trabajos mas precisos, para definir esta variacion a nivel genético.

Por otra parte, se pudo establecer que el momento de la ejecucién del experimento (con tres meses
de diferencia) afectd, en algin grado, la respuesta de las plantas a los herbicidas. Es decir,
respuesta diferencial en el tiempo a causa de las condiciones ambientales, puesto que, los demas
factores permanecieron iguales en los dos experimentos. Esta capacidad del conjunto de
individuos, presentes en las poblaciones muestreadas para producir mas de un fenotipo en funcién
de la variacion ambiental, se ajusta a la definicion de plasticidad fenotipica (Kelly et al., 2012). Sin
embargo, la interaccion entre ambiente (experimentos) y la dosis de herbicida (efectos fijos)
aunque presente, no fue significativa (Anexo L), esto implica que a pesar de observarse una
respuesta plastica en las plantas, esta no fue general a todas las poblaciones, sino una cualidad

especifica de algunas poblaciones.

3.2 Echinochloa colona: Resistencia a bispiribac-sodio,
cihalofop-butilo y quinclorac.

En este trabajo se establecio que en la zona de Saldafia-Purificacion hay poblaciones de E. colona
resistentes a los herbicidas bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

Bispiribac-sodio, es un herbicida de amplio uso en el cultivo del arroz debido a: amplio espectro,
alta selectividad, y control eficaz de poblaciones de E. colona resistentes a propanil (Valverde,
2007). De acuerdo con Ramirez y Plaza (2015) bispiribac-sodio, propanil, y cihalofop, son

herbicidas tradicionalmente usados en Colombia, en el manejo en post-emergencia temprana en el
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cultivo del arroz. Adicionalmente, estos autores encontraron que en el departamento del Tolima,

bispiribac-sodio es el herbicida con mayor prevalencia de uso en la segunda post-emergencia.

En este trabajo, mas del 91% de las poblaciones, fueron resistentes a bispiribac-sodio (87%
resistentes también a 2x (RR)). En Colombia, problemas de resistencia en esta especie, con
propanil, se empezaron a detectar a finales de los 80’s (Valverde, 2007). La confirmacion de la
resistencia (Fischer et al., 1993) y la introduccion de bispiribac-sodio (Valverde, 2007), condujeron
a un amplio uso de este en post-emergencia. Sin embargo, las caracteristicas excepcionales de
bispiribac-sodio, también lo convierten en un potente agente de presion de seleccion. De hecho,
bispiribac-sodio y penoxsulam, son herbicidas categorizados como propensos a seleccionar
rapidamente malezas resistentes a inhibidores de ALS (Kaloumenos et al., 2013).

Aunque los productores de arroz en Colombia, tienen afios manifestando problemas de manejo de
E. colona con inhibidores de ALS, solo hasta el 2015 Carranza y Plaza (2015a, 2015b) reportaron,
accesiones de E. colona resistentes a penoxsulam (perteneciente a la familia de las

triazolopirimidinas) en lotes arroceros del Tolima.

Los inhibidores de ALS, conforman el grupo de herbicidas mas grande (con 54 ingredientes
activos distribuidos, en cinco familias quimicas) y el mas ampliamente usado (Yu y Powles, 2014)
por lo que los patrones de resistencia cruzada son complejos. Sin embargo, varias tendencias han
sido establecidas, dentro de las que vale la pena destacar la resistencia cruzada amplia, que
confiere resistencia a las familias sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidinas
(TP) y piridinilbenzoatos (PTB) (Tranel y Wright, 2002). De acuerdo con lo encontrado por
Carranza y Plaza (2015a, 2015b), sumado al historial de uso de inhibidores de ALS en las zonas
arroceras de Colombia, y que en nuestro trabajo, el testigo TA5 (resistente a penoxsulam) resultd
resistente a bispiribac-sodio, es posible que estemos frente a diversos casos de resistencia cruzada a

herbicidas inhibidores de ALS en Colombia, en espera de verificacion.

Otra alternativa para el manejo de E. colona resistente a propanil, fueron los inhibidores de
ACCasa, principalmente fenoxaprop que con la posterior seleccion de biotipos resistentes, le dio
importancia a alternativas como cihalofop-butilo (Valverde, 2007). Cihalofop-butilo control6
mejor que bispiribac-sodio las poblaciones incluidas en este trabajo. Pese a esto, con la dosis
comercial, el 57% de las poblaciones fueron categorizadas como resistentes al herbicida, al

duplicar la dosis y a diferencia de lo obtenido con bispiribac-sodio, el control fue casi del 100% y
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solo el 13% de las poblaciones se mantuvieron en la categoria de resistentes (RR). En otras
palabras, los problemas del manejo de E. colona con cihalofop-butilo a la dosis comercial, fueron

superados cuando se duplicé la dosis.

Tanto los herbicidas inhibidores de ALS como inhibidores de ACCasa, son considerados de alto
riesgo en la evolucidn de la resistencia a herbicidas (Valverde et al., 2000), de hecho la aplicacion
en mezcla de penoxsulam y cihalofop-butilo en E. crus-galli ha mostrado correlacion con la
seleccion de resistencia maltiple a estos herbicidas (Chen et al., 2016). Las diferencias que
encontramos en la respuesta de las plantas al duplicar la dosis de estos dos herbicidas,
probablemente se debe a la presién de seleccion histérica, puesto que la entrada de bispiribac-sodio
al mercado, provoco una disminucion en el uso de herbicidas como cihalofop-butilo y sulfonilureas
(\Valverde, 2007) favoreciendo que el uso de bispiribac-sodio permaneciera mas tiempo y en mayor

area, ejerciendo presion de seleccion.

Los resultados con quinclorac fueron muy similares a lo obtenido con cihalofop-butilo; no
obstante, con la dosis comercial el control fue del 83%, superando el 69% obtenido con cihalofop-
butilo. Es decir que las plantas a pesar de sobrevivir, estaban visiblemente afectadas por el
herbicida. En gramineas susceptibles a quinclorac, inicialmente hay una inhibicién del crecimiento,
particularmente en la zona de crecimiento de las hojas mas jovenes, que permanece atrofiada
mostrando clorosis y progresa en un enrojecimiento y posterior marchitamiento y necrosis de toda
la planta (Abdallah et al., 2005; Grossmann y Kwiatkowski, 2000; Lopez-Martinez et al., 1997).
Este resultado fue mas evidente al duplicar la dosis del herbicida, con lo que quinclorac, logro la
disminucién del peso fresco en 85%, respecto al 50% obtenido con cihalofop-butilo, a pesar a

haber obtenido controles similares.

Contrasta esto con lo manifestado en campo por los productores, al afirmar dificultades en el
manejo de E. colona con quinclorac. Aunque la etiqueta del producto no especifica en post-
emergencia un momento ideal de aplicacion, lo que muestran estos resultados es que el uso del
herbicida en el estado de 3-4 hojas, disminuiria las dificultades de manejo de las poblaciones de E.
colona, en los lotes evaluados. Probablemente, el uso actual de quinclorac por parte de los
productores (post-emergencia tardia) no se da en el momento de aplicacion adecuado, de acuerdo

con la dinamica actual de las poblaciones de E. colona.
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El porcentaje de poblaciones resistentes (RR y R) a quinclorac fue del 52%. Sin embargo, al
duplicar la dosis, solo el 17% fueron categorizadas como resistentes (RR). Es decir, que similar a
lo obtenido con cihalofop-butilo, al duplicar la dosis, la dificultad con el manejo de E. colona fue

superada.

Aunqgue los resultados para cihalofop-butilo y quinclorac sugieren el incremento de la dosis como
estrategia para superar la dificultad en el manejo de E. colona, esto implicaria, aumentar la presion
de seleccion y por lo tanto inducir una evolucién mas rapida en la resistencia a estos herbicidas.
Préacticas de manejo cultural que reduzcan el establecimiento, impacto y fecundidad de las malezas

en el cultivo deberian ser la principal herramienta.

Desde su introduccién, quinclorac adquirié notable importancia por la capacidad de controlar un
ambito de unas 50 especies de Echinochloa sp. (Grossmann y Kwiatkowski, 2000). En Colombia,
hay registros de comercializacion de este herbicida por lo menos desde 1990 (Fuentes y Romero,
1991). Los problemas de resistencia a propanil y fenoxaprop en esa época (Valverde, 2007),
convirtieron a quinclorac en una opcion importante de manejo. Diez afios después de su
introduccion O. Schmidt en comunicacidn personal con Valverde e Itoh (2001) report6 por primera
vez resistencia a quinclorac en Colombia. El Gnico reporte adicional, es el de Carranza y Plaza
(2015a) donde el 60% de las accesiones evaluadas en su trabajo fueron resistentes a quinclorac.

A pesar de que el 54% de los productores manifestaron el uso de quinclorac, la frecuencia de la
resistencia fue menor respecto a lo obtenido con bispiribac-sodio y cihalofop-butilo.
Probablemente, las condiciones de uso estan relacionadas con este resultado. En la recoleccién de
datos en campo, los agricultores afirmaron usar este herbicida cuando las plantas de E. colona se
encuentran en estado de floracion y de acuerdo a lo observado en campo, estas plantas llegan a
producir semilla. Queda por establecer entonces, si estas semillas son viables. De ser asi, de alguna
manera habria una presion de seleccion menor o simultdneamente estas podrian ser plantas

resistentes al herbicida.

Los municipios de Saldafa-Purificacion, poseen tierras planas y sin obstaculos para su plena
mecanizacion y ademas disponen de riego permanente, lo que permite la produccion de dos o tres
cosechas de arroz por afio (MADR, 2006). La frecuencia del cultivo y los sistemas de
establecimiento humedo, son una combinacion de alto riesgo para la presencia de malezas y la
ocurrencia de resistencia, debido a la limitada rotacion de herbicidas, la corta ventana de

aplicacion, y las condiciones ideales para la multiplicacion y dispersion de semillas de malezas
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(Singh et al., 2017). Como se describid antes, herbicidas inhibidores de ALS, inhibidores de
ACCasa, quinclorac e incluso propanil, han sido ampliamente usados en el Colombia y su uso
permanece vigente en las principales zonas arroceras del pais, lo que ha resultado en la seleccion
de biotipos resistentes a cada uno de esto herbicidas y tal como reportamos en este trabajo, a la

resistencia multiple a cihalofop-butilo, bispiribac-sodio y quinclorac.

En la medida que la resistencia y la mayor regulacion de herbicidas contindan comprometiendo el
control de malezas, existe una mayor necesidad de un manejo cultural de malezas como parte de

las estrategias de manejo integrado de malezas (Neve et al., 2009).

3.3 Echinochloa colona: Distribucidn de la resistencia a
bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac

De acuerdo con el andlisis de autocorrelacion espacial, la distribucidn de la resistencia a bispiribac-
sodio, cihalofop-butilo y quinclorac, fue aleatoria en todos los casos, por lo que no responde a
ningan patrén de agregacion espacial y tampoco es posible predecir resistencia de E. colona en

funcidn de su ubicacion espacial, en los municipios de Saldafa y Purificacion.

La distribucion de esta variables podria estudiarse en mas detalle usando un esquema de muestreo
mas intensivo usando intervalos (cuadros) mas pequefios (Fox, 2015), lo que podria conducir a la
deteccion de algun tipo de agregacion, o incluso, al mismo resultado, debido a la biologia de la

especie y las practicas de manejo usadas en la zona.

Resultados similares con la graminea Apera spica-venti, fueron reportados por Schulz et al. (2014),
donde la distribucion de la resistencia a isoproturdn fue aleatoria. Babineau y colaboradores (2017)
tampoco detectaron autocorrelacion espacial a pequefia escala, entre poblaciones de esta misma
especie, resistentes a herbicidas inhibidores de ALS. Menchari et al. (2006) evaluaron ademas de la
distribucion espacial, la frecuencia alélica de genes confiriendo resistencia a ACCasa en
Alopecurus myosuroides, sin lograr detectar estructura espacial en la distribucion y ningln
aislamiento por distancia, a ninguna escala geografica investigada. En esta misma especie, Hess et
al. (2012) encontraron que tanto para la resistencia a inhibidores de ACCasa como ALS, hay una

evolucion independiente en cada lote, incluso en lotes adyacentes. Con hallazgos similares
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Herrmann et al. (2014) concluyeron que las medidas de control usadas para manejar esta especie

tienen mayor impacto dentro de cada lote.

En Costa Rica, Rojas y Aguero (1996) encontraron que E. colona prolifera fuertemente en los
canales de riego, dispersando las semillas en el agua y re-infestando los lotes comerciales de arroz.
Los municipios de Saldafia y Purificacion han contado con el suministro riego permanente a través
del distrito de riego UsoSaldafia durante casi cinco décadas, lo que habria favorecido la dispersion
de semillas de plantas resistentes en toda la zona. También, se ha establecido que las semillas de
E. colona ademas de ser dispersadas por el agua de riego, también son dispersadas por el transporte
de maquinaria agricola sucia, el uso de semilla de cultivo contaminada, y por adhesion a la piel,
plumas y patas de animales y a la ropa de humanos (Masood et al., 2016). Durante el muestreo, se
observo que muchas actividades de manejo del cultivo son encargadas a grupos de personas y
operarios de maquinaria, que repiten estas actividades en diferentes lotes, lo que implicaria una
dispersion antrdpica de las semillas ademas de la que evidentemente se da a través del agua de

riego.

A partir de lo encontrado en la categorizacion de la resistencia y su distribucion espacial, se sugiere
gue el manejo de la resistencia debe ser conducido a nivel de lote o grupos de lotes, y
procedimientos simples como la limpieza de la maquinaria deberian evitar la diseminacion de
semillas de un lote a otro y dificultar significativamente la propagacién de la resistencia (Menchari
et al., 2006).

La zona evaluada en este trabajo, tiene condiciones de manejo muy similares en cuanto al uso del
agua, frecuencia de cultivo y uso de herbicidas. Seria ilustrativa, la evaluacion de sistemas de
cultivos de otras zonas productoras de arroz, que muestren la necesidad de practicas de manejo
alternativas para disminuir la presién de seleccion para resistencia a herbicidas. Por ejemplo,
dentro del departamento del Tolima, en el municipio de Espinal, la disponibilidad de riego obliga a
los productores a rotar con maiz u otros cultivos, por lo que la siembra de arroz es solo una vez al
afio. Por lo tanto, es posible que la frecuencia de la resistencia a los herbicidas evaluados en este

trabajo, sea menor en esa zona.






4. Conclusiones

Con este trabajo se logro visibilizar la problematica actual de la resistencia a herbicidas en E.

colona, en el cultivo del arroz en los municipios de Saldafia y Purificacion.

Se detectaron poblaciones de E. colona resistentes a bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac

en la zona de estudio.

El mayor problema de resistencia se presenta con bispiribac-sodio. Respecto a cihalofop-butilo y
quinclorac, con la dosis comercial, la proporcion de poblaciones resistentes es grande; sin embargo
esta disminuye al duplicar la dosis del herbicida. Adicionalmente, se detectaron poblaciones con
resistencia multiple a dos y hasta a los tres herbicidas.

Las condiciones de manejo de malezas y del cultivo y la biologia de E. colona, causan la evolucion

de la resistencia a herbicidas de manera independiente a nivel de lote.






A. Anexo

Poder explicativo e importancia de los efectos aleatorios en los modelos lineales mixtos para la

variable peso fresco con los herbicidas bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

Efecto fijo P P*E P*R Modelo Loglik AIC BIC  Prueba PRV GL p-valor

Bispiribac 1 650,67 1.309,33 1.324,98 4

X 2 514185 1.039,70 1.059,25 1vs.2 271,64 5 <.0001

X X 3 501',08 1.014,16 1.037,63 2vs.3 27,53 6 <.0001

X X 4 514;185 1.041,70 1.065,16 6
Cihalofop 1 540 127480 120058 4

X 2 559;,76 1.129,52 1.149,24 1vs2 147,28 5 <.0001

X X 3 554108 1.120,16 1.143,82 2vs.3 11,36 6 0,001

X X 4 559;,76 1.131,52 1.155,18 6
Quinclorac 1 S, 981,14 996,34 4

486,57 ' ’

X 2 432',24 874,47 893,47 1vs2 10867 5 <.0001

X X 3 426,95 85391 876,70 2vs3 2257 6 <.0001

X X 4 432',24 876,47 899,27 6

Las "x" indican los efectos aleatorios ajustados en los respectivos modelos. P=poblaciones,
E=experimentos, R=repeticion, Loglik=pruebas de verosimilitud logaritmica AlIC=criterio de
informacion de Akaike, BIC=criterio de informacién bayesiano, PRV= prueba de razén de
verosimilitud, GL=grados de libertad, P valor=Significancia entre los modelos, basadas en Loglik.







B. Anexo:

Poder explicativo e importancia de los efectos aleatorios en los modelos lineales mixtos para la
variable control, con los herbicidas bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

* * -
Efectofijo P . P~ Model ik aic Bic PUeb pry G P
E R 0 a L valor
Bispiribac 1 -97,08 202,16 217,81 4
X 2 -2453 59,07 78,62 1vs.2 14510 5 <.0001
X X 3 -18,50 49,00 72,46 2vs.3 12,07 6 0,001
X X 4 -24,53 61,07 84,53 6
Cihalofop 1 -12,00 32,00 47,77 4
X 2 57,01 104,02 -84,31 1vs.2 138,03 5 <.0001
X X 3 60,59 100,17 -8552 2vs3 7,105 6 0,008
X X 4 57,01 102,02 -78,37 6
Quinclora 1 1224 - - 4
c 0 236,80 221,57
156,6 - -
X 2 4 303.27 284.23 1vs.2 6847 5 <.0001
172,6 - -
X X 3 9 33339 310,54 2vs.3 32,11 6 <.0001
X X 4 156,6 6

4 301,27 278,43

Las "x" indican efectos aleatorios ajustados en los respectivos modelos. P=pablaciones, E=experimentos,
R=repeticion, Loglik=pruebas de verosimilitud logaritmica AlC=criterio de informacion de Akaike,
BIC=criterio de informacidn bayesiano, PRV= prueba de razon de verosimilitud, GL=grados de libertad,
P valor=Significancia entre los modelos, basadas en Loglik.







C.

Anexo:

Poder explicativo e importancia de los efectos aleatorios en modelos lineales mixtos para la
variable sobrevivencia, con los herbicidas, bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

Efecto fijo P P*E P*R Modelo Loglik AIC BIC Prueba PRV GL p-valor
Bispiribac 1 5,06 2,11 13,53 4
X 2 93,05 -176,11 -156,55 1vs.2 17599 5 <.0001
X 3 94,98 -177,96 -15450 2vs.3 3,86 6 0,050
X X 4 93,05 -174,11 -150,64 6
Cihalofop 1 50,37 -92,75 -76,98 4
X 2 116,08 -222,16 -202,45 1vs.2 131,42 5 <.0001
X 3 116,25 -220,51 -196,85 2vs.3 0,34 6 0,557
X X 4 116,08 -220,16 -196,51 6
Quinclorac 1 7,40 -6,80 8,44 4
X 2 65,75 -121,50 -102,46 1vs.2 116,71 5 <.0001
X 3 71,92 -131,85 -109,00 2vs.3 1234 6 0,000
X X 4 65,75 -11950 -96,65 6

Las "X

" indican efectos aleatorios ajustados en los respectivos modelos. P=poblaciones,

E=experimentos, R=repeticion, Loglik=pruebas de verosimilitud logaritmica AlIC=criterio de
informacion de Akaike, BIC=criterio de informacion bayesiano, PRV= prueba de razén de
verosimilitud, GL=grados de libertad, P valor=Significancia entre los modelos, basadas en Loglik.







D. Anexo

Desviacion estandar explicada por los efectos aleatorios y sus interacciones, y pruebas de
normalidad de los residuales, para los modelos de mejor ajuste, con las variables peso fresco,
control y sobrevivencia.

Variables
Peso fresco
D.E del pardmetro Prueba de normalidad
Herbicida Modelo P P*E Residuales Shapiro (W) Pearson (P)
Bispiribac 3 1,02 0,47 0,80 1,00 (0,7) 15,72 (0,7)
Cihalofop 3 0,76 0,38 0,92 0,99 (0,0) 22,20 (0,3)
Quinclorac 3 0,51 0,46 0,75 0,99 (0,1) 17,32 (0,5)
Control
Bispiribac 3 0,19 0,10 0,22 0,99 (0,04) 25,89 (0,13)
Cihalofop 3 0,15 0,07 0,18 0,98 (0,00) 33,54 (0,02)
Quinclorac 3 0,06 0,08 0,13 0,97 (0,00) 61,00 (0,00)
Sobrevivencia
Bispiribac 3 0,16 0,05 0,17 0,96 (0,00) 267,54 (0,00)
Cihalofop 3 0,13 ----- 0,16 0,99 (0,02) 54,05 (0,00)
Quinclorac 3 0,13 0,09 0,17 0,99 (0,31) 40,13 (0,00)

D.E=desviacion estandar. La significancia de los test de normalidad se encuentra entre paréntesis.
P=Poblacion, E=Experimento.






E. AnNexo

Estimados de los efectos fijos producidos por los modelos lineales mixtos de mejor ajuste, para
las variables, peso fresco, control visual y sobrevivencia (Anexos A, By C).

Bispiribac Cihalofop Quinclorac
Peso fresco
Variables Valor t-valor p Valor V;|-OI' p Valor t-valor p
Intercepto  5,15(0,24) 21,84 0 513(0,19) 27,34 0 3,22(0,14) 2252 0
-0,96
Tasa 1x (0,10) 949 0 -2,36 (0,12) -20,46 0 -1,72(0,20) -17,05 O
-1,14
Tasa 2x 010) -1090 o0 364012 3165 o -306(011) -17.05 0
Control
-0,00
Intercepto (0,05) -0,10 1  0,00(0,04) 0,01 1 0,00(0,02) 0,03 1
Tasalx 0,61(0,03) 21,66 0 0,98(0,02) 4256 0 1,14(0,02) 67,64 O
Tasa2x 0,73(0,03) 2509 0 1,32(0,02) 57,00 O 1,34 (0,02) 7597 O

Sobrevivencia
Intercepto 1,00 (0,04) 27,39 0 1,00 (0,03) 32,97 O 1,00 (0,03) 30,38 0

0,21
Tasa 1x 002 1016 o -056(002) 2761 0 050(002) 21,99 O
Tasa 2x 0,25 0,84(0,02) -4143 0  -077(0,02) -32.65 0

(0,02) -11,54 0







F. Anexo

Promedio de peso fresco, control y sobrevivencia, reduccion (%) o aumento (%), conforme a
los estimados de los modelos y pruebas de comparacion (Anexos A, B y C). Medias con letras

diferentes, son significativamente diferentes (P<0.05).

Variables

Peso fresco (g)

Bispiribac Cihalofop Quinclorac
Tasa Media % Media % Media %
0x 26,53 a 26,34 a 25,13 a
1x 2561 b -3/45 20,79 b -21,07 1955 b -22,21
2X 2523 b -4,88 13,10 c¢ -50,28 3,74 ¢ -85,12

Control (%)

0x 0,00 a 0,00 a 0,00 a
1x 3282 b 69,28 b 82,70 b
2X 4460 c 93,69 c 9468 c

Sobrevivencia (%)
Ox 100,00 a 100,00 a 100,00 a

1x 79,04 b -21,11 43,75 b -56,26 4994 Db -50,06
2X 75,37 b -24,78 15,57 ¢ -84,43 22,56 ¢ -77,43







G. Anexo

Resultados del estadistico de andlisis conjunto mediante simulacion Montecarlo.

Herbicida
Bispiribac-sodio
Varianza p-valor
R 0,38 0,27
S 0,4 0,24
Cihalofop-butilo
0,14 0,68
S 0,16 0,48
Quinclorac
0,24 0,34
S 0,28 0,26

R=Resistente, S=Susceptible






Evaluacion de los supuestos de normalidad y homocedasticidad del modelo tres para, con los herbicidas bispiribac-sodio (a), cihalofop-butilo (b) y

H.

ANexo

quinclorac (c), para la variable peso fresco.
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. Anexo

Evaluacién de los supuestos de normalidad y homocedasticidad del modelo tres con los herbicidas bispiribac-sodio (a), cihalofop-butilo (b) y

guinclorac (c), para la variable control visual.
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J.Anexo

Evaluacién de los supuestos de normalidad y homocedasticidad del modelo tres con los herbicidas bispiribac-sodio (a), cihalofop-butilo (b) y

guinclorac (c), para la variable control visual, excluyendo las datos del testigo no tratado.
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Anexo

Evaluacién de los supuestos de normalidad y homocedasticidad del tres con los herbicidas bispiribac-sodio (a), cihalofop-butilo (b) y quinclorac

(c), para la variable sobrevivencia.
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L. AnNexo

Interaccion entre efectos fijos y ambiente (experimento 1 y 2) para las variables peso fresco, control visual y sobrevivencia, con los herbicidas,
bispiribac-sodio, cihalofop-butilo y quinclorac.

Fixed effects: Weightr ~ Tasa/tiempo
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood Value Std.Error DF t-value p-value
Data: Bispiribac5

AIC | BIC  logLik (Intercept)  5.036084 0.2503343 323 20.117434 0.0000
1007.387 1042.657 -494.6935 Tasal  -0.816892 0.1364393 323 -5.987220 0.0000
Tasa2  -1.180542 0.1364393 323 -8.652507 0.0000
F;"’(‘)”rﬂfu’?a?ffﬁtgop Tasa0:tiempoT2 0.245402 0.1981932 323 1.238196 0.2165
(Intercept) Tasal:tiempoT2 -0.055860 0.2026519 323 -0.275646 0.7830
StdDev: 1.001821 Tasa2:tiempoT2 0.389721 0.2127746 323 1.831612 0.0679
Correlation:

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual (Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2

StdDev: 0.4514717 0.79491 Tasal -0.273
Tasa2 -0.273 0.500
TasaO:tiempoT2 -0.369 0.344 0.344
Tasal:tiempoT2 -0.178 -0.337 0.000 0.492
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Tasa2:tiempoT2 -0.169 0.000 -0.321 0.469 0.475

Standardized Within-Group Residuals:

Min Q1 Med Q3 Max
-3.2854889542 -0.6351066335 -0.0003789688 0.6321364988
2.4734474165

Number of Observations: 372
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Cyhalofopl
AIC  BIC logLik
1118.162 1153.718 -550.0812

Random effects:
Formula: ~1 | Pop
(Intercept)
StdDev: 0.745288

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop

(Intercept) Residual
StdDev: 0.3736912 0.9156109

Fixed effects: Weightr ~ Tasa/tiempo
Value Std.Error DF  t-value p-value

(Intercept)  5.036084 0.2074709 335 24.273687 0.0000
Tasal -2.281274 0.1571163 335 -14.519659 0.0000
Tasa2 -3.568720 0.1571163 335 -22.713882 0.0000
Tasa0:tiempoT2 0.204620 0.1986814 335 1.029890 0.3038
Tasal:tiempoT2 0.047543 0.2040547 335 0.232990 0.8159
Tasa2:tiempoT2 0.056876 0.2040547 335 0.278728 0.7806
Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1l:T2
Tasal -0.379
Tasa2 -0.379 0.500
TasaO:tiempoT2 -0.449 0.395 0.395
Tasal:tiempoT2 -0.146 -0.385 0.000 0.336
Tasa2:tiempoT2 -0.146 0.000 -0.385 0.336 0.345

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max

-2.33768569 -0.68813252 -0.06158966 0.67963617 3.08407399

Tasal -1.559677 0.1297141 284 -12.023959 0.0000
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Number of Observations: 384
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Quincloracl
AIC BIC logLik
844.0517 878.325 -413.0259

Random effects:

Formula: ~1 | Pop
(Intercept)

StdDev: 0.4884805

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual
StdDev: 0.4648842 0.741204

Fixed effects: Weightl ~ Tasa/tiempo
Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept) 3.189773 0.1680531 284 18.980748 0.0000

Tasa2 -3.117690 0.1318736 284 -23.641502 0.0000
TasaO:tiempoT2 0.071432 0.1938522 284 0.368485 0.7128
Tasal:tiempoT2 -0.333437 0.2135543 284 -1.561368 0.1196
Tasa2:tiempoT2 0.282139 0.2315143 284 1.218666 0.2240
Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 TsO:T2 Tsl:T2
Tasal -0.372
Tasa2 -0.366 0.488
TasaO:tiempoT2 -0.543 0.322 0.316
Tasal:tiempoT2 -0.267 -0.316 -0.009 0.498
Tasa2:tiempoT2 -0.246 -0.010 -0.305 0.459 0.481

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-3.55164490 -0.63024393 -0.05468165 0.70298548 2.90534871

Number of Observations: 333
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Tasal:tiempoT2 -0.0279637 0.04965163 323 -0.563198 0.5737
Tasa2:tiempoT2 -0.0955361 0.05276250 323 -1.810682 0.0711
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Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Bispiribac5
AIC BIC logLik
36.36232 71.63237 -9.181161

Random effects:

Formula: ~1 | Pop
(Intercept)

StdDev: 0.1863034

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual
StdDev: 0.09023057 0.2234714

Fixed effects: Conts ~ Tasa/tiempo
Value Std.Error DF t-value p-value

0.0000000 0.05127605 323 0.000000 1.0000
Tasal 0.6173151 0.03835688 323 16.093989 0.0000
Tasa2 0.7638400 0.03835688 323 19.914031 0.0000
Tasa0:tiempoT2 -0.0109519 0.04833696 323 -0.226574 0.8209

(Intercept)

Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2
Tasal -0.374
Tasa2 -0.374 0.500

TasaO:tiempoT2 -0.442 0.397 0.397
Tasal:tiempoT2 -0.141-0.386 0.000 0.331
Tasa2:tiempoT2 -0.133 0.000 -0.363 0.312 0.320

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.6616715 -0.6183543 0.0388184 0.6855604 2.4239886

Number of Observations: 372
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Cyhalofopl

Tasa2 -0.396 0.500
TasaO:tiempoT2 -0.449 0.414 0.414
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AIC  BIC logLik
-120.8094 -85.25362 69.4047

Random effects:

Formula: ~1 | Pop
(Intercept)

StdDev: 0.1431246

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual
StdDev: 0.06467946 0.1838006

Fixed effects: Conts ~ Tasa/tiempo
Value Std.Error DF t-value p-value

(Intercept)  0.0000000 0.03983622 335 0.00000 1.0000
Tasal 0.9878837 0.03153967 335 31.32194 0.0000
Tasa2 1.3336802 0.03153967 335 42.28580 0.0000
Tasa0:tiempoT2 0.0003070 0.03812259 335 0.00805 0.9936
Tasal:tiempoT2 -0.0101517 0.03921105 335 -0.25890 0.7959
Tasa2:tiempoT2 -0.0370630 0.03921105 335 -0.94522 0.3452
Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2
Tasal -0.396

Tasal:tiempoT2 -0.118 -0.402 0.000 0.275
Tasa2:tiempoT2 -0.118 0.000 -0.402 0.275 0.285

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-4.46073558 -0.61991487 0.08154102 0.56585219 2.36540633

Number of Observations: 384
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Quinclorac2
AIC  BIC logLik
-187.6995 -164.4726 100.8497

Random effects:
Formula: ~1 | Pop

(Intercept)
-3.28037773 -0.47454308 0.04790559 0.57242184 2.39768601

Number of Observations: 204
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StdDev: 0.1028628 Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
Formula: ~1 | tiempo %in% Pop 23 37
(Intercept) Residual
StdDev: 0.1365099 0.1180375 Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Bispiribac5
Fixed effects: Conts ~ Tasa/tiempo AIC  BIC logLik
Value Std.Error DF t-value p-value -191.5346 -156.2645 104.7673
(Intercept) 1.1142834 0.03953333 164 28.185924 0.0000
Tasa2 0.2214428 0.02120391 164 10.443494 0.0000 Random effects:
Tasal:tiempoT2 0.0634043 0.05392615 164 1.175762 0.2414 Formula: ~1 | Pop
Tasa2:tiempoT2 0.0048526 0.05575371 164 0.087036 0.9307 (Intercept)
Correlation: StdDev: 0.152541
(Intr) Tasa2 Ts1:T2
Tasa2 -0.257 Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
Tasal:tiempoT2 -0.518 0.187 (Intercept) Residual
Tasa2:tiempoT2 -0.404 -0.200 0.773 StdDev: 0.04928992 0.1652429
Standardized Within-Group Residuals: Fixed effects: Surv ~ Tasa/tiempo
Min Q1 Med Q3 Max Number of Groups:

Pop tiempo %in% Pop
23 44
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Value Std.Error DF t-value p-value

(Intercept) 1.0000000 0.03921539 323 25.500193 0.0000
Tasal -0.1898551 0.02836247 323 -6.693883 0.0000
Tasa2 -0.2550725 0.02836247 323 -8.993308 0.0000
Tasa0:tiempoT2 0.0037260 0.03295916 323 0.113050 0.9101
Tasal:tiempoT2 -0.0440667 0.03394991 323 -1.297991 0.1952
Tasa2:tiempoT2 0.0231258 0.03635173 323 0.636169 0.5251
Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2
Tasal -0.362
Tasa2 -0.362 0.500
TasaO:tiempoT2 -0.394 0.430 0.430
Tasal:tiempoT2 -0.081 -0.418 0.000 0.218
Tasa2:tiempoT2 -0.075 0.000 -0.390 0.203 0.214

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max

-3.5693317 -0.7480364 0.1945925 0.6610779 2.4150100

Number of Observations: 372

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: Cyhalofopl
AIC  BIC logLik
-232.2807 -196.7249 125.1403

Random effects:

Formula: ~1 | Pop
(Intercept)

StdDev: 0.1241954

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual
StdDev: 0.02431183 0.161851

Fixed effects: Surv ~ Tasa/tiempo

Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept)  1.0000000 0.03306140 335 30.246755 0.0000
Tasal -0.5608696 0.02777318 335 -20.194647 0.0000

Tasa2 -0.8507246 0.02777318 335 -30.631157 0.0000
Data: Quincloracl

AIC  BIC logLik
-143.9361 -109.5821 80.96806
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Tasa0:tiempoT2 0.0007312 0.02957675 335 0.024721 0.9803
Tasal:tiempoT2 -0.0037932 0.03052584 335 -0.124264 0.9012
Tasa2:tiempoT2 0.0141320 0.03052584 335 0.462952 0.6437
Correlation:

(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2
Tasal -0.420
Tasa2 -0.420 0.500
Tasa0:tiempoT2 -0.421 0.470 0.470
Tasal:tiempoT2 -0.026 -0.455 0.000 0.074
Tasa2:tiempoT2 -0.026 0.000 -0.455 0.074 0.085

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.2686422 -0.6146188 -0.0790357 0.6510662 2.9223052

Number of Observations: 384
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood

Random effects:

Formula: ~1 | Pop
(Intercept)

StdDev: 0.1221719

Formula: ~1 | tiempo %in% Pop
(Intercept) Residual
StdDev: 0.08537331 0.1701168

Fixed effects: Surv ~ Tasa/tiempo

Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept)  1.0000000 0.03755601 287 26.626896 0.0000
Tasal -0.4886745 0.02974601 287 -16.428237 0.0000
Tasa2 -0.7831170 0.03023273 287 -25.902951 0.0000
Tasa0:tiempoT2 -0.0002151 0.03996038 287 -0.005382 0.9957
Tasal:tiempoT2 -0.0314958 0.04464407 287 -0.705487 0.4811
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Tasa2:tiempoT2 0.0271330 0.04788422 287 0.566638 0.5714
Correlation:
(Intr) Tasal Tasa2 Ts0:T2 Ts1:T2
Tasal -0.382
Tasa2 -0.376 0.487
TasaO:tiempoT2 -0.500 0.359 0.352
Tasal:tiempoT2 -0.192 -0.347 -0.010 0.394
Tasa2:tiempoT2 -0.179 -0.010 -0.341 0.368 0.383

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.47488774 -0.67483687 0.01341176 0.58243145 2.81050153

Number of Observations: 336
Number of Groups:
Pop tiempo %in% Pop
23 44
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