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Resumen: Hasta el momento no se ha realizado ningun estudio en
Espafia a fin de indagar en los mecanismo de resistencia de Papaver
rhoeas al 2,4-D. En otros trabajos se ha demostrado como la produccion
de etileno esta involucrada en la respuesta resistente de ciertas malas
hierbas a auxinas sintéticas. En el presente estudio se ha observado que
las plantas sensibles de amapola producen mas etileno que las resisten-
tes después de la aplicacion de 2,4-D. Estos resultados podrian ayudar
a comprender de mejor manera como ciertos biotipos son capaces de
resistir a este producto.
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Summary: Analysis of the production of ethylene in 2,4-D re-
sistant and sensitive biotypes of Papaver rhoeas L. So far there
has been none study in Spain to investigate the 2,4-D resistance mecha-
nism of Papaver rhoeas. Other studies have shown how ethylene produc-
tion is involved in the response of certain resistant weeds when they are
sprayed with synthetic auxins. In the present study it was observed that
sensitive corn poppy plants produce more ethylene than resistant one
after 2,4-D application. These findings could help to understanding how
certain biotypes are able to resist this product.
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INTRODUCCION

En la década de los 50 se introdujo el 2,4-D (&cido 2,4- diclorofenoxi
acético) en Espana para el control de las malas hierbas de hoja ancha en
cereal. La ausencia de alternativas quimicas y su alta eficacia favorecie-
ron el sobreuso de este herbicida (Cirujeda, 2000). Los primeros casos
de Papaver rhoeas L. resistente a 2,4-D en Espafia se detectaron en la
década de los 90 (Taberner et al., 1992). Los datos mas recientes esti-
man que el 5% de los campos infestados con P. rhoeas poseen biotipos
resistentes a 2,4-D mientras que el 15% de las zonas infestadas alber-
gan biotipos con resistencia multiple, a tribenurén-metil (inhibidores de
la ALS) y 2,4-D (CPRH 2012, com. pers.).

La relativa baja incidencia de resistencia en los herbicidas auxinicos
se ha atribuido a la presencia de alelos “raros” que inducen resisten-
cia, el elevado “fitness penalties” que podria llevar asociado esta resis-
tencia y sobre todo el complejo mecanismo de accién de los herbicidas
auxinicos en dicotiledoneas. Hasta el momento no estan del todo claro
los mecanismos de accidén de los herbicidas hormonales (Mithila et al.,
2011). Algunos de los trabajos realizados en este ambito han relacionado
la resistencia a ciertos herbicidas hormonales con los niveles de etileno
producidos por la planta tras la aplicacién de estos herbicidas (Peniuk et
al., 1993; Van Eerd et al., 2005). Se ha observado que aquellas plantas
resistentes producen niveles de etileno inferiores a los producidos por las
sensibles cuando ambas son tratadas con herbicidas auxinicos. Se piensa
que la acumulacién de etileno, acido abcisico (ABA) y especies reactivas
de oxigeno (ROS) son las principales causas de letalidad en plantas sen-
sibles (Grossmann, 2010).

Hasta el momento, en Espafia no se ha realizado ningun estudio con el
fin de analizar la resistencia de P. rhoeas a 2,4-D. Por ello, los propositos
de este trabajo son: 1) disefiar un método capaz de detectar el etileno
producido en planta viva de amapola y 2) estimar la produccion de etile-
no de biotipos de amapola resistente (R) y sensible (S) a 2,4-D, después
de la aplicacién de este producto.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Se recolectaron las semillas de dos poblaciones de amapola (F-0213
y D-0703) que sobrevivieron a la aplicacién de 2,4-D en campos comer-
ciales de cereal localizados en la provincia de Lleida. Junto a estos dos
biotipos, también se empled un estandar sensible (HR-S13). Para la ger-
minacion, en primer lugar se esterilizaron las semillas de amapola en una
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solucién de hipoclorito al 30%. Posteriormente estas semillas se colocaron
en placas Petri con 1.4% agar complementado con 0.2% KNO, y 0.02%
GA.. Las placas Petri que albergaban las semillas se colocaron en camaras
de germinacién a 20/10°C dia/noche y un fotoperiodo de 16/8 h dia/no-
che. Catorce dias mas tarde las plantulas fueron trasplantadas a pequerios
recipientes de 145 ml (Deltalab®) con tapa. Cada uno de estos recipientes
contenia una mezcla de turba (40%0), arena (30%) y perlita (30%0).

Produccion de etileno en biotipos Ry S

Inicialmente se colocaron dos plantulas en cada uno de los recipientes y
una semana antes de la aplicacion se redujo a una planta por recipiente.
Cuando las plantas alcanzaron la fenologia de seis-ocho hojas (5-6 centi-
metros), estas se trataron con de 2,4-D (Esteron 60, DuPont, 60%) a las
siguientes dosis: 600, 300, 150 y 0 g i.a./ha. Un total de seis repeticiones
fueron empleadas para cada una de las dosis. Inmediatamente antes de
la aplicacién el substrato de cada uno de los recipientes se cubrid con per-
lita para evitar la deposicion del herbicida en el substrato y asi la posible
emision de etileno por parte del mismo. Después de aplicar el 2,4-D, los
recipientes se cerraron y se sellaron. Tras 16 horas de incubacion y con la
ayuda de una jeringuilla, se extrajo una muestra de 1 mL del espacio de
cabeza del recipiente. Esta muestra fue inyectada en un cromatégrafo de
gases acoplado a un detector FID. La produccién de etileno se expresé en
nLC,H,/(h.g). Los datos de este experimento fueron sujetos a un analisis
de varianza (ANOVA) y las medias de cada uno de los biotipos empleados
se separaron empleando el test de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al igual que ocurrié en estudios muy similares a éste (Howatt et al.,
2006), la produccion de etileno respondié a la dosis de herbicida, y esto
ocurrio en todos los biotipos ensayados, pero sobre todo en la poblacion
susceptible. No se observaron diferencias significativas en la produccién
de etileno entre los dos biotipos R y S cuando no se empled herbicida (0
g i.a./ha). La dosis minima de 2,4-D empleada (125 g i.a./ha) tampoco
causo diferencias en la produccién de etileno de biotipos Ry S. Los valo-
res medios de etileno a esta dosis fueron de 1.8 + 0.4 nLC,H,/(g.h) en
el biotipo HR-S13 y de 0.8 + 0.1y 1.8 = 0.3 nLCH,/(g.h) en los biotipos
F-0213 y D-0703, respectivamente. Por el contrario, cuando las plantas
se trataron a 300 g i.a./ha (la mitad de la dosis recomendada en campo),
el biotipo S produjo el doble de etileno (6.6 + 1.3 nLC,H,/(g.h)) que las
plantas R (2.8 = 0.2 y 2.9 + 0.6 nLCH,/(g.h)). Este mismo efecto fue
observado cuando el 2,4-D se aplico a la dosis recomendad en campo.
F-0213 y D-0703 produjeron 1.7 + 0.4 y 3.7 = 0.9 nLC_H,/(g.h) mien-
tras que la poblacion susceptible produjo 10.3 + 2.7 nLC H,/(g.h) (Figura
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1). Las plantas de Centaurea solstitialis L. sensibles a picloram también
produjeron mas etileno que las resistentes (Valenzuela-Valenzuela et al.,
2001), y el mismo fenédmeno se observé en Digitaria ischaemun L. tras
aplicar quinclorac (Abdallah et al., 2006). Por ello llegar a comprender que
esta pasando en la ruta de sintesis del etileno (ACC sintasa) de aquellas
plantas que son resistentes podria acercarnos a conocer algo mas la re-
sistencia de P. rhoeas al 2,4-D.

Y -®-HR-513 -3-F-0213 -x-D-0703 %>>

nLGH,/(g.h)

Dosis 2,4-D (gi.a./ha)

Figura 1. Produccion de etileno (nLC,H,/(g.h)) de los biotipos de P. rhoeas HR-S13,
F-0213 y D-0703 cuando fueron tratados con diferentes dosis de 2,4-D. * indican dife-
rencias significativas entre el biotipo sensible y los resistentes (P < 0.05).

CONCLUSIONES

Se ha observado una menor produccion de etileno (la mitad) en plan-
tas de biotipos resistentes a 2,4-D que en plantas del biotipo sensible.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el metabo-
lismo del etileno juega un papel clave en la susceptibilidad de P. rhoeas a
tratamientos con herbicidas hormonales.
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