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Lolium perenne a 
glifosato en viñedos en Douro (Portugal). Se trató de validar con L. pe-
renne un método rápido desarrollado para reducir el tiempo de obtención 
de resultados de resistencia, anteriormente validado para Lolium rigidum
por Ballot et al. (2009). Se midió cada coleóptilo, tras una semana de in-
cubación de las plántulas en placa ELISA conteniendo diferentes concen-
traciones de glifosato hasta 50e.a.L-1. Se seleccionaron dos poblaciones 

de L. perenne crecieron más rápido que en L. rigidum, siendo más sensi-
bles a glifosato. El periodo de preincubación fue más corto y las concen-
traciones más bajas marcaron mayor diferencia entre las poblaciones R 
y S. Se obtuvo una alta correlación entre los métodos de planta entera y 
en placa ELISA (R2

Resistencia a herbicida, viñedos, coleóptilo, placa 
ELISA, ballico.

Lolium pe-
renne resistance to glyphosate. In 2012 glyphosate resistant Lolium 
perenne
study intends to validate for L. perenne a quick test, to shorten the test 

Lolium ri-
gidum. The method relies on measuring coleoptile length after a week 
incubation of seedlings in the wells of ELISA plates containing glypho-
sate concentrations until 50e.a.L-1

resistant with dose-response bioassays were selected for this validation. 
Seedlings growth of L. perenne was faster than L. rigidum and were 
more sensitive to glyphosate. The preincubation was shortened and the 
concentrations needed to discriminate between R and S populations were 
adapted to a narrower range in the lowest concentrations. High correla-
tion (R2

plate.
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 Herbicide resistance, vineyards, coleoptile, ELISA plate, 
perennial ryegrass.

INTRODUCCIÓN

Las prácticas de manejo de malas hierbas en viñedos se basan princi-
palmente en la aplicación de herbicidas en la línea de las cepas y cubierta 
vegetal entrelíneas. En los viñedos de Douro (Norte de Portugal) existe 
una intensa presión de selección impuesta por el herbicida glifosato que 
se ha estado aplicando desde hace más de 15 años, a menudo más de 
una vez al año (Portugal et al., 2012). Las aplicaciones de herbicida re-
dujeron la población de muchas malas hierbas anuales, lo cual favoreció 

selección de biotipos resistentes de especies que previamente eran sus-
Lolium perenne a gli-

fosato en estos viñedos (Portugal et al., 2011). Lolium perenne (ballico 
perenne) es una planta perenne longeva, cespitosa, nativa de Europa. 

-

(Kloot, 1983). Se han llevado a cabo bioensayos de dosis-respuesta con 
L. perenne con 

planta entera (Calha et al., 2013). Para reducir el tiempo de obtención de 
resultados resistencia a herbicidas, se han desarrollado métodos rápidos 
con semillas, plántulas y clones (Moss, 2000; Cirujeda et al., 2001; Nad-
ler-Hassar & Rubin, 2003; Boutsalis, 2004; Barroso et al., 2010; Kaun-
dun et al., 2011).

El objetivo de este trabajo es: Validar con Lolium perenne un método 
rápido para reducir el tiempo de obtención de resultados de resistencia.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se estudiaron tres poblaciones de L. perenne, dos resistentes a glifo-
sato (P02 y P11) y una susceptible de referencia (PVIC) para ensayos de 
dosis-respuesta en maceta (Perez-Jones & Kogan, 2003) y placa ELISA 
(Ballot et al., 2009).

Experimento dosis-respuesta con planta entera

El herbicida glifosato (RoundUp Extra 360 g s.a.L-1, SL, Bayer) fue apli-
cado en plantas de distintas poblaciones con 2 a 3 hojas (BBCH 12-13) 
en una escala logarítmica (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 y 2000 g e.a. 
ha-1) con un OPS (Oxford Precision System) calibrado para aplicar 169 
L ha-1 de herbicida (275 kPa) (Perez-Jones & Kogan, 2003). Las plantas 
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fueron cortadas a ras de suelo y se anotó el peso verde y el porcentaje 
de supervivencia 21 días después de la aplicación (DDA).

Método rápido en placa ELISA

El método seguido fue la medición de la longitud del coleóptilo, tras 
una semana de incubación de las plántulas en placa ELISA, conteniendo 
diferentes concentraciones de glifosato (0; 0,39; 0,78; 1,6; 3,125; 6,25; 
12,5; 25; 50 e.a.L-1). Se seleccionaron para este experimento dos pobla-

Análisis estadístico

Se ajustó un modelo de regresión no lineal de tipo logístico (Knezevic 
et al., 2007).

y = f(x) = c + b
(1 + (x / ED 50)

d – c

En la expresión y corresponde al peso verde (g) o a la longitud del co-
leóptilo (mm); x a la dosis (e.a. ha-1) o concentración (e.a. L-1); d y c co-
rresponden a las asíntotas superior e inferior de la curva dosis-respuesta 
respectivamente; b al declive de la curva obtenido al nivel del punto in-

daño (ED50 o EC50). Los valores ED50 (EC50) para cada población se ob-
tuvieron a partir de las curvas dosis respuesta representadas en los dos 
tipos de ensayo, así como el cálculo del respectivo factor de resistencia. 
ED50 (EC50) es la dosis (o concentración) de herbicida que causa el 50 % 
de reducción del crecimiento de las plantas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Experimento dosis-respuesta con planta entera

Las poblaciones resistentes de L. perenne (P02 y P11) presentaron 
una reducción gradual del peso verde con respecto al aumento de la do-
sis de glifosato. De las poblaciones P02 y P11 se registraron, sin diferen-

de PVIC para cada una de las dosis. Fue posible ajustar un modelo no 
lineal de tipo logístico en todas las poblaciones (Figura 1) y se obtuvieron 
los valores de ED50 de 2,55 x 103; 1,84 x 103 g e.a. ha-1 y unos Factores 

50R/EC50S; FR experimento con 
planta entera ED50R/ED50S) de 13,7 y 8,1 para P02 y P11 respectivamen-

-
nes resistentes a glifosato.
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Figura 1. Curvas de dosis-respuesta a glifosato para las poblaciones P02 e P11 de  
L. perenne. Ensayo en maceta con planta entera.

Método rápido en placa ELISA

Todas las poblaciones presentaron una reducción gradual de la lon-
gitud de los coleóptilos con respecto el aumento de la concentración de 
glifosato (Figura 2). Se ajustó un modelo lineal tipo logístico en todas 
las poblaciones y se obtuvieron valores de EC50 de 0,43; 5,96 y 2,65 g 
e.a.L-1 para PVIC, P02 y P11 respectivamente. Los valores de FR fueron 
similares a los encontrados para cada población en el ensayo con planta 
entera (Tabla 1) correspondiendo a una elevada correlación entre los dos 
métodos (R2

Tabla 1. Correlación entre los métodos con planta entera y en placa ELISA.

Población FR FR
método rápido experimento con planta entera

PVIC - -
P02 13,72 13,70
P11 6,05 8,10

Figura 2. Curvas de dosis-respuesta a glifosato para las poblaciones P02, P11 y VIC de  
L. perenne. Método rápido en placa ELISA.
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Figura 3. Correlación entre los métodos con planta entera y en placa ELISA.

CONCLUSIONES

La duración do método rápido (placa ELISA) con Lolium perenne fue 
de 10 días, revelando elevada sensibilidad al herbicida. Por ello, el perio-
do de preincubación en glifosato fue de solo dos días y la concentración 
discriminatoria de 0,39 e.a. L-1 marcaba mayor diferencia entre las pobla-
ciones R y S. Se obtuvo una alta correlación de los métodos con planta 
entera y placa ELISA (R2

tiempo de respuesta respecto a los ensayos de dosis-respuesta en estufa 
de 90 a apenas 10 días.
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