
Introducción
La resistencia a herbicidas en malezas es 
hoy uno de los problemas más importantes 
que enfrentan los sistemas agropecuarios 

1en todo el mundo.  La rápida evolución de 
múltiples mecanismos de resistencia en las 
últimas décadas ha reafirmado la necesidad 
de adoptar estrategias de manejo integra-
das que no se basen exclusivamente en el 

2control químico (aplicación de herbicidas).

Hoy en día, luego del glifosato, los inhibido-
res de la enzima acetolactato sintasa (ALS) 
son uno de los más utilizados para combatir 
las pérdidas de rendimiento ocasionadas 
por malezas que compiten con cultivos 
comerciales por recursos tales como la luz 
solar, el agua y los nutrientes del suelo. Entre 
los principales motivos de su utilización 
encontramos el control de malezas de 
amplio espectro a dosis muy bajas, la baja 
toxicidad en mamíferos y la amplia selectivi-

3dad de cultivos.

Amaranthus palmeri S. Wats., originaria de 
Estados Unidos y detectada por primera vez 

4,5en nuestro país en 2013,  representa hoy 
una de las especies más problemáticas a 
nivel mundial, habiendo desarrollado resis-
tencia a 6 sitios de acción de herbicidas 

6 diferentes hasta el momento. Por ello, 
resulta relevante caracterizar las resisten-
cias reportadas a campo e intensificar los 
estudios sobre las bases moleculares de 
dichas resistencias. Esta información es de 
mucha utilidad para el diseño de estrategias 
de control que permitan a los productores 
entender, prevenir y eventualmente superar 
el problema de resistencia en malezas, sin 
crear un problema similar a largo plazo.

Tradicionalmente, luego de una primera 
etapa de confirmación del fenotipo de resis-
tencia de una población mediante ensayos 
de dosis-respuesta, los investigadores 
suelen realizar caracterizaciones bioquími-

cas y moleculares de la enzima target del 
herbicida y del gen que codifica para la mis-
ma, con el objetivo de ensayar la hipótesis de 
una resistencia producida por cambios en el 
ADN que alteren la expresión o la estructura 
de dicha enzima. Así, la metodología con-
vencional y más adoptada que precede a los 
estudios moleculares consiste en los 
siguientes pasos: estratificación de las 
semillas, germinación en placa, transplante 
a macetas, crecimiento hasta el estadio de 
aplicación, aplicación propiamente dicha, 
registro del daño y clasificación resisten-
te/susceptible (R/S), toma de tejido para los 

7análisis moleculares.

En estudios previos, caracterizamos la resis-
tencia cruzada a inhibidores ALS de una 
población de Amaranthus palmeri encontrada 
en la localidad de Vicuña Mackenna (R1), en 
contraste con una población susceptible de 

8 la provincia de Tucumán (S1). En este traba-
jo, proponemos una metodología alternativa 
al esquema convencional, intentando redu-
cir el tiempo, el espacio y el equipamiento 
necesarios para la clasificación de las plan-
tas y la selección de individuos resistentes.

Materiales y Métodos
Semillas provenientes de las poblaciones R1 y 
S1 fueron desinfectadas superficialmente. El 
procedimiento consistió en un lavado con 
etanol 70% V/V durante un minuto, seguido 
de un lavado con hipoclorito de sodio 1% V/V 
durante 20 minutos. Luego de 5 lavados con 
agua ultrapura estéril, 12 semillas de cada 
población fueron sembradas en 3 placas de 
Petri conteniendo medios artificiales MS 
(Murashige and Skoog) suplementados o no 
con imazetapir 2 μM. Una curva de calibración 
preliminar nos permitió determinar que dicha 
concentración de principio activo era letal para 
las plantas de la población S1. Las placas 
fueron incubadas a 4 ºC en oscuridad durante 
2 días y luego en cámara de cultivo a 24 ºC 
bajo un fotoperíodo 16:8 durante 10 días. 

Concurrido dicho plazo, las placas fueron 
fotografiadas registrándose porcentaje de 
germinación y número de plantas sobrevi-
vientes en cada condición. Posteriormente, 
las plantas sobrevivientes fueron transferi-
das a macetas con tierra y crecidas durante 
10 días, para ser utilizadas como fuente de 
tejido foliar para la extracción de ADN genó-
mico y la medición de actividad acetolactato 
sintasa.

Resultados
En la Figura 1, puede observarse que el 
desarrollo de las plantas de la población S1 
se ve inhibido en el medio suplementado con 
imazetapir, no siendo este efecto tan marca-
do para las plantas de la población R1. Así, es 
posible apreciar un crecimiento diferencial 
de los individuos de las poblaciones R1 y S1 
en el medio selectivo a los 10 días de incuba-
ción. 

Algunas plántulas de la población R1 pre-
sentan un crecimiento pobre, similar al de 
las plantas de la población S1, por lo cual 
podemos presumirlas como susceptibles, ya 
que al tratarse de una resistencia de carácter 

9dominante y de herencia mendeliana  sabe-
mos que aproximadamente ¼ de la progenie 
sería homocigota recesiva para el caracter 
que otroga resistencia.

Además, resulta interesante resaltar que la 
tasa de germinación para ambas poblacio-
nes superó el 50 % en todas las repeticiones  
(67 % ± 11 para la población S1 y 54 % ± 6 
para la población R1), lo cual representa un 
buen valor considerando el corto período de 
estratificación de las semillas.

En la Tabla 1, se puede observar una compa-
ración detallada de cada uno de los pasos de 
la metodología convencional y de la meto-
dología propuesta. Los tiempos del procedi-
miento podrían reducirse en un 50 % 
empleando la nueva metodología, principal-
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mente al prescindir de un extenso período de 
estratificación y al realizar una germinación 
y selección simultánea de las plantas en los 
medios artificiales. 

Si bien ésta metodología tiene como des-
ventaja que debe ser ajustada para cada 
especie y para cada principio activo, puede 
resultar una alternativa conveniente en 
casos donde el tiempo es un factor limitante, 
o donde el lugar de trabajo carece de la 
infraestructura necesaria para efectuar la 
metodología convencional.

Conclusiones
Se desarrolló un método rápido y simple que 
permite seleccionar plantas resistentes a 
herbicidas para ser utilizadas en estudios 
bioquímicos y moleculares, reduciendo los 

tiempos empleados por métodos conven-
cionales y evitando la presencia de plantas 
segregantes que provocarían interferencias 
en las determinaciones para la población 
resistente. Además, esta metodología es 
factible de aplicar en laboratorios que no 
disponen de cámaras de aplicación ni de 
espacios destinados para tal fin. 

Es importante destacar que cada especie, 
cada población y cada principio activo, 
requerirá de la construcción de una curva de 
calibración con distintas concentraciones 
del agente de selección. De esta manera, se 
podrá establecer una concentración basal de 
herbicida para lograr la diferenciación de las 
plantas según su fenotipo de resistencia.
Bibiografía
Heap I; (2014);  Herbicide resistant weeds, in 

Integrated Pest Management, ed. by Pimentel 
D and Peshin R, Vol. 3, Springer, Nether-
lands, pp. 281-301.

Owen MD; (2016); “Diverse approaches to 
herbicide-resistant weed management”; 
Weed Science; 64; pp. 570-584.

Yu Q, Powles SB; (2014); “Resistance to AHAS 
inhibitor herbicides: current understanding”; 
Pest management science; 70; pp. 1340-
1350.

Berger S, Madeira PT, Ferrell J, Gettys L, 
Morichetti S, Cantero JJ, Nuñez C; (2016); 
“Palmer amaranth (Amaranthus palmeri) 
identification and documentation of ALS resis-
tance in Argentina”; Weed Science; 64; pp. 
312-320.

Agromensajes Especial - agosto 2017

Figura 1. Germinación y selección en placa de plantas de las poblaciones S1 y R1. Las semillas fueron sembradas en medios no selectivos y 
selectivos (imagen izquierda y derecha, respectivamente). Las plantas sobrevivientes fueron transplantadas a macetas y utilizadas para 
ensayos de actividad ALS y extracción de ADN genómico.

Tabla 1: Comparación de los pasos y tiempos entre el método propuesto y el método convencional.

Método propuesto Método convencional

Germinación Desinfección (1 hora) Desinfección (1 hora)

Siembra en placa Estratificación (1 hora) Estratificación (7 días)

(2 días) Germinación en placa (4 días)

Selección Crecimiento en medio selectivo y clasificación S/R (10 días) Transplante a maceta (1 hora)

Crecimiento hasta estadio de aplicación (14 días)

Aplicación del agente de selección (1 hora)

Obtención del material Transplante a maceta (1 hora) Crecimiento hasta clasificación S/R (15 días)

Crecimiento (7 días)

Tiempo total 20 días 40 días
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