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RESUMEN

En Guanajuato, Echinochloa crus-galli es la principal maleza
en el trigo y se controla con herbicidas inhibidores de la acetil
coenzima A carboxilasa (ACCasa) y la acetolactato sintetasa
(ALS), pero se ha observado un control deficiente. El objetivo
de esta investigacién fue determinar la efectividad biolégica
de los herbicidas usados en el trigo y la presencia de resisten-
cia en E. crus-galli. El experimento se realizé en dos fases: 1)
efectividad bioldgica y, 2) presencia de resistencia. Para eva-
luar efectividad biolégica, en seis biotipos (un bioensayo por
biotipo) se aplicaron clodinafop propargil y pinoxaden, inhi-
bidores de la ACCasa, y flucarbazone sédico y mesosulfuron
metil+iodosulfuron metil, inhibidores de la ALS, en dosis de
60, 55, 28 y 15 g de a.i. ha'', respectivamente. Cada herbi-
cida fue un tratamiento mds un testigo, y el disefio fue com-
pletamente al azar con cuatro repeticiones. Para presencia de
resistencia se evalué el efecto de dosis crecientes de flucarbo-
zone sédico y mesosulfuron metil+iodosulfuron metil en la
produccién de biomasa seca de los seis biotipos y se calculé el
indice de resistencia, y el disefio fue bloques completos al zar
con cuatro repeticiones. Efectividad biolégica: la aplicacién
de los inhibidores de la ACCasa en los biotipos mostré un
control de 99 % y el peso de biomasa seca fue menor, mien-
tras que la aplicacién de los inhibidores de la ALS caus6é un
control de 42 %, excepto en un biotipo que fue 77 % y se con-
sideré como susceptible, y el peso seco de la biomasa en algu-

nos casos fue similar a la del testigo. Presencia de resistencia:
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ABSTRACT

In the state of Guanajuato, Mexico, Echinochloa crus-galli
is the main weed in wheat and is controlled with inhibitors
herbicides of acetyl coenzyme A carboxylase (ACCase) and
acetolactate synthetase (ALS), but its control is poor. The
objective of this research was to determine the biological
efficacy of the herbicides used in wheat and the presence
of resistance in E. crus-galli. The experiment was carried
out in two phases: 1) biological efficacy and, 2) presence of
resistance. To evaluate the biological efficacy in six biotypes
(one bioassay per biotype) we applied clodinafop propargil
and pinoxaden, ACCase inhibitor herbicides, and sodium
flucarbazone and mesosulfuron methyl+iodosulfuron
methyl, ALS inhibitor herbicides, in doses of 60, 55, 28
and 15 g of a.i. ha'’, respectively. Each herbicide was one
treatment plus a control, and the design was completely
randomized with four replications. Regarding the presence of
resistance we evaluated the effect of increasing doses of sodium
flucarbozone and mesosulfuron methyl + iodosulfuron
methyl on the production of dry biomass of the six biotypes,
and calculated the resistance index. A completely randomized
blocks design was used with four replications. Biological
efficacy: the application of the ACCase inhibitor herbicides in
the biotypes showed a control of 99 %, and the weight of dry
biomass was lower, while the application of the ALS inhibitors
caused a control of 42 %, except in one biotype, which was
77 % and it was considered as susceptible. The dry weight of
the biomass in some cases was similar to that of the control.
Presence of resistance: the resistance index to mesosulfuron
methyl + iodosulfuron methyl was greater than 2.0 in two

biotypes, while for sodium flucarbazone the resistance indices
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el indice de resistencia a mesosulfuron metil+iodosulfuron
metil fue mayor a 2.0 en dos biotipos, mientras que para el
flucarbazone sédico los indices de resistencia fueron menores
de 1.35. Por lo tanto, se confirmé la resistencia de E. crus-

galli a mesosulfuron metil+iodosulfuron metil.

Palabras claves: Echinochloa crus-galli, control-quimico, efectivi-

dad, resistencia, dosis-respuesta.

INTRODUCCION

| trigo (Zriticum aestivun L.) es uno de los

tres cereales de mayor produccién en el mun-

do junto con el maiz y el arroz, y se usa para
elaborar productos alimenticios y dietas balanceadas
en la ganaderia. En 2016, en México, la superficie
cosechada de trigo de grano fue 612, 866 ha con una
produccién de 3, 606, 144 t. Los estados con mayor
superficie sembrada en ese afo fueron Sonora, Baja
California, Sinaloa, Guanajuato y Michoacdn (SIAP,
2016).

La produccién de trigo es afectada por la inter-
ferencia de las malezas que son una de las limitan-
tes principales que disminuyen los rendimientos por
unidad de superficie (Ross y Lembi, 2009). Cruz et
al. (2004) demostraron que cuando las malezas com-
piten durante todo el ciclo con el trigo, su rendimien-
to disminuyé 90 %. Dentro del cultivo se presenta
una gran variedad de malezas que difieren segtin la
regién del pais, pero algunas muy agresivas estdn en
la mayoria de las zonas productoras de este cereal. En
el estado de Guanajuato, las malezas mds importan-
tes en el cultivo de trigo son: de hoja angosta, Avena
fatua L., Phalaris minor Retz., P paradoxa L. y Echi-
nochloa spp; y de hoja ancha, Bidens spp., Rhaphanus
raphanistrum L., Brassica campestris L., Helianthus
annuus L., Brassica nigra (L.) W.G.J. Koch, Cheno-
podium album L. Bosc ex Moq., Sonchus oleraceus L.
y Malva parviflora L. Echinochloa crus-galli se presen-
ta principalmente en el ciclo agricola de temporal y
puede causar pérdidas totales en el rendimiento, si no
se realiza un buen control.

Debido al tipo de siembra del trigo, es dificil apli-
car un método de control alternativo al uso de herbi-
cidas (Tafoya ez al., 2009; Tafoya y Carrillo, 2009). El
control quimico es prictico, eficiente y relativamente
econdmico, pero el uso reiterado, selecciona pobla-
ciones de malezas resistentes (Powles y Yu, 2010). El
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were lower than 1.35. Therefore, the E. crus-galli resistance to

mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl was confirmed.

Key words: Echinochloa crus-galli, chemical control, efficacy,

resistance, response dose.

INTRODUCTION

eat (Triticum aestivun L.) is one of the

three highest production cereals in the

world along with corn and rice, and it is

used to produce food products and balanced diets in

livestock. In 2016, in Mexico, the harvested area of

wheat grain was 612, 866 ha with a production of

3, 606, 144 t. The states with the largest area sown

that year were Sonora, Baja California, Sinaloa,
Guanajuato and Michoacdn (SIAP, 2016).

Wheat production is affected by the interference
of weeds, which are one of the main limitations
that reduce yields per surface unit (Ross and Lembi,
2009). Cruz et al. (2004) showed that when weeds
competed with wheat throughout the cycle, yield
decreased by 90 %. Within the crop there is a great
variety of weeds that differ according to the region
of the country, but there are some very aggressive in
most of the producing areas of this cereal.

In the state of Guanajuato, the most important
weeds in the wheat crop are: of narrow leaf, Avena
Jatua L., Phalaris minor Retz., P paradoxa L. and
Echinochloa spp; and of broad leaf, Bidens spp.,
Rhaphanus raphanistrum L., Brassica campestris L.,
Helianthus annuus L., Brassica nigra (L.) W.G.J.
Koch, Chenopodium album L. Bosc ex Moq., Sonchus
oleraceus L., and Malva parviflora L. Echinochloa crus-
galli occurs mainly in the rainy season and can cause
total losses in yield if no efficient control is carried
out.

Due to the type of wheat planting, it is difficult
to apply an alternative control method to the use of
herbicides (Tafoya et al., 2009; Tafoya and Carrillo,
2009). Chemical control is practical, efficient and
relatively inexpensive, but its repeated use leads to a
selection of resistant weed populations (Powles and
Yu, 2010). The development of resistant populations
occurs through the selection pressure imposed by the
frequent use of one or more herbicides with the same
action mode (Christoffers, 1999, Fischer, 2013), the
biological characteristics of the weed, the specificity
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desarrollo de poblaciones resistentes ocurre mediante
la presién de seleccién impuesta por el uso frecuen-
te de uno o mds herbicidas con el mismo modo de
accién (Christoffers, 1999; Fischer, 2013), a las ca-
racteristicas biolégicas de la maleza, especificidad del
herbicida, diversidad de los genes de resistencia in-
volucrados y eficiencia del herbicida (Valverde ez al.,
2000; Cerdeira y Duke, 20006).

Heap (2016) senala que en el mundo hay 47 es-
pecies de malezas resistentes a herbicidas inhibidores
de la enzima acetil coenzima A carboxilasa (ACCasa)
y 159 resistentes a los herbicidas inhibidores de la
enzima acetolactato sintasa (ALS), en ambos casos se
incluyen a especies del género Echinochloa. De éstas,
19 biotipos han desarrollado resistencia a herbicidas
inhibidores de la ALS y 17 a herbicidas inhibidores
de la ACCasa. Echinochloa crus-galli es considerada la
sexta maleza mds resistente a herbicidas después de
Lolium rigidum Gaud., Amaranthus palmeri S. Wat-
son, Conyza canadensis (L.) Cronquist, Avena fatuay
A. tuberculatus (Moq.) J.D. Sauer (Heap, 2014).

Mallory-Smith ez al. (1990) y Devine (1997)
mencionan que algunos herbicidas, como los inhi-
bidores de la ACCasa, pueden seleccionar biotipos
resistentes en una a cinco generaciones. Este limitado
namero de generaciones se debe a la elevada espe-
cificidad del sitio de accién, a la frecuencia alta de
mutaciones en el gen nuclear que codifica a la en-
zima y a la posibilidad de que distintas mutaciones
semi dominantes alteren el sitio de acoplamiento
del herbicida en la enzima (Gressel, 2002; Tranel y
Wright, 2002; Délye, 2005). El aumento rdpido de
la resistencia a los herbicidas inhibidores de la ALS,
se atribuye en parte a la frecuencia alta de mutacién
natural en el centro de accién de la enzima (Devine y
Preston, 2000).

En el estado de Guanajuato el control de E. crus-
galli ha sido deficiente (apreciacién visual del primer
autor), lo cual se atribuye al desarrollo de resistencia
de esta especie a los herbicidas de uso tradicional en
la regién, pero no hay evidencia cientifica. El cono-
cimiento de la presencia de la resistencia es necesario
para determinar las acciones en el control de las ma-
lezas, las cuales van desde el uso de herbicidas con
diferente modo de accién, hasta métodos de control
alternativos (mecdnico, manual, biolégico y legal).

Por lo tanto, el objetivo de la investigacién fue
determinar la efectividad biolégica de los herbicidas
de uso comtn en el cultivo de trigo y la presencia de

of the herbicide, the diversity of the resistance genes
involved and herbicide efficacy (Valverde ez a/., 2000;
Cerdeira and Duke, 2006).

Heap (2016) points out that in the world there
are 47 weed species resistant to inhibitor herbicides
of the enzyme acetyl coenzyme A carboxylase
(ACCase) and 159 resistant to herbicides inhibitors
of the enzyme acetolactate synthase (ALS), in both
cases species of the genus Echinochloa are included.
Of these, 19 biotypes have developed resistance to
herbicides that inhibit ALS and 17 to herbicides that
inhibit ACCase. Echinochloa crus-galli is considered
the sixth weed most resistant to herbicides after
Lolium  rigidum Gaud., Amaranthus palmeri S.
Watson, Conyza canadensis (L.) Cronquist, Avena
Jatua L. and A. tuberculatus (Moq.) J.D. Sauer (Heap,
2014).

Mallory-Smith ez a/. (1990) and Devine (1997)
mention that some herbicides, such as ACCase
inhibitors, can select resistant biotypes in one to five
generations. This limited number of generations is
due to the high specificity of action site, the high
frequency of mutations in the nuclear gene that
encodes the enzyme and the possibility that different
semi-dominant mutations alter the site of coupling
of the herbicide in the enzyme (Gressel, 2002, Tranel
and Wright, 2002, Délye, 2005). The rapid increase
in resistance to ALS inhibitor herbicides is attributed
in part to the high frequency of natural mutation
in the center of action of the enzyme (Devine and
Preston, 2000).

In the state of Guanajuato the control of E. crus-
galli has been deficient (visual appreciation of the
first author), which is attributed to the resistance
development of this species to the herbicides of
traditional use in the region, however there is no
scientific evidence. Knowledge of the presence of
resistance is necessary to determine the actions in the
weed control, which range from the use of herbicides
with different modes of action, to alternative control
methods (mechanical, manual, biological and legal).
Therefore, the objective of the present research was
to determine the biological efficacy of the herbicides
commonly used in wheat crop and the resistance
presence to these herbicides in E. crus-galli collected
in the state of Guanajuato. The hypothesis was that
there are biotypes of E. crus-galli that have developed
resistance to the herbicides used in Guanajuato for
the control of narrow leaf weeds in cereals.
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resistencia a dichos herbicidas en E. crus-galli recolec-
tada en el estado de Guanajuato. La hipétesis fue que
existen biotipos de E. crus-galli que han desarrollado
resistencia a los herbicidas utilizados en Guanajuato
para el control de malezas de hoja angosta en cereales.

MATERIALES Y METODOS

Durante la primavera de 2015, en el estado de Guanajuato
se recolectaron mediante un muestreo en cinco de oros, infrutes-
cencias de E. crus-galli en parcelas comerciales de trigo en las cua-
les se habfan aplicado herbicidas y esta especie no fue controlada
(Cuadro 1). El biotipo considerado susceptible fue recolectado
en un drea circundante al inicio de un canal de distribucién de
agua de riego, donde se tuvo certeza de que nunca se habian apli-
cado herbicidas. Después, la semilla (aproximadamente 200 g
por sitio de recoleccién) fue separada del resto de la infrutescen-
cia mediante tamices de acero inoxidable y se guardé en bolsas de
papel en condiciones de laboratorio hasta su uso.

Las semillas se colocaron en una cdmara de germinacién
(APT.line’ KBWF E5.2, Binder, Tuttlingen, Alemania), y se ex-
pusieron a 38 °C por 24 h. Después de retirarlas de la cdmara, se
colocaron en cajas Petri de 10 cm de didmetro sobre papel filtro
(Whatman No. 1), y en cada caja Petri se aplicaron 20 mL de
solucién de KNO, al 0.3 % p/v. Las cajas se colocaron de nuevo
en la cdmara de germinacién a 30 °C por 24 h, bajo luz constante
y 80 % de humedad relativa; después las semillas se lavaron con
agua destilada, para retirar los restos de la solucién de KNO, y se
mantuvieron en la cimara de germinacién, en las mismas condi-
ciones durante 6 d.

Cuando las semillas germinaron y las pldntulas alcanzaron 2
cm de altura, se trasplantaron en macetas de pléstico con capa-
cidad de 500 mL llenadas con una mezcla de tierra del campo y

sustrato peat moss (Promix flex) en una proporcién de 7:3.

MATERIALS AND METHODS

During the spring of 2015, in the state of Guanajuato, we
collected samples of five biotypes of E. crus-galli in commercial
wheat plots in which herbicides were applied, and this species
was not controlled (Table 1). The biotype considered susceptible
was collected in an area surrounding the initial section of an
irrigation water distribution channel, where we were certain that
no herbicides were used before. Then, we separated the seeds
(approximately 200 g per collection site) from the rest of the
infrutescence by using stainless steel sieves and stored them in
paper bags under laboratory conditions until they were used.

We placed the seeds in a germination chamber (APT.line”
KBWEF E5.2, Binder, Tuttlingen, Germany), and exposed them
at 38 °C for 24 h. After removing them from the chamber,
we placed them in 10 cm diameter Petri dishes on filter paper
(Whatman No. 1), and in each Petri dish we applied 20 mL of
0.3 % p/v KNO, solution.

We put the boxes again in the germination chamber at 30 °C
for 24 h, under constant light and 80 % relative humidity; then
we washed the seeds with distilled water to remove the remains of
the KNO3 solution and kept them in the germination chamber,
under the same conditions for 6 d. When the seeds germinated
and the seedlings reached 2 cm in height, we transplanted them
in plastic pots with a capacity of 500 mL filled with a mixture of

field soil and peat moss substrate (Promix flex®) in a ratio of 7:3.
Biological efficacy

At the greenhouse of the weeds and pesticides area of the
Department of Agricultural Parasitology of the Universidad
Auténoma Chapingo, we conducted six bioassays, in which
we evaluated the biological efficacy of four herbicides (Table 2)

commonly used in Guanajuato in each of the biotypes (population

Cuadro 1. Ubicacién geogrifica de los sitios y fecha de recolecta de los biotipos de Echinochloa crus-galli en el estado de Gua-

najuato.

Table 1. Geographical location of sites and date of collection of Echinochloa crus-galli biotypes in the state of Guanajuato.

Biotipo Fecha de Latitud N Longitud O Altitud Localidad
recolecciéon (m)

I 12/04/15 20° 33" 05" 101°26' 53" 1715 Munguia, Irapuato
I 01/05/15 20°23' 10" 101° 39' 53" 1697 La Granjera, Pénjamo
111 01/05/15 20°21' 37" 101° 34' 50" 1704 La Lobera, Huanimaro
v 02/05/15 20°39' 37" 101°08' 19" 1737 La Ordefia, Salamanca
A\ 02/05/15 20°25' 32" 101° 24" 05" 1704 Piedras Negras, Abasolo
Sus.” 19/05/15 20°29' 59" 101° 28" 55" 1700 Los Juanes, San Felipe

"Biotipo susceptible. % Susceptible biotype
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Efectividad biolégica

En el invernadero del drea de malezas y plaguicidas del De-
partamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad Auté-
noma Chapingo, se realizaron seis bioensayos, en los cuales se
evalué la efectividad bioldgica de cuatro herbicidas (Cuadro 2)
de uso comin en Guanajuato en cada uno de los biotipos (po-
blacién por sitio de recoleccién). En cada bioensayo el disefio
experimental fue completamente al azar con cinco tratamientos
(aplicacién de cuatro herbicidas), incluido el testigo absoluto con
cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental fue
una maceta con tres plantas de E. crus-galli. Los herbicidas se
aplicaron cuando las plantas presentaron de tres a cinco hojas
liguladas y se utiliz6 un equipo de aspersién presurizado con base
en CO, (Modelo TS), equipado con una punta de abanico plano
de la serie TeeJet 8002VS. Previo a la aplicacidn, se calibré el
equipo de aspersién para determinar el volumen de agua, el cual
fue 200 L ha™".

Las variables fueron porcentaje de dafio a los 10, 20 y 30 d
después de la aplicacién (DDA), mediante la evaluacién visual
con la escala de la EWRS (European Weed Research Society)
(Burrill ez al., 1976) y produccién de biomasa seca de las plan-
tas a los 30 DDA. Para determinar la biomasa seca, se cort a
nivel del suelo la parte aérea de las tres plantas de cada maceta,
después se puso en una estufa de secado (“Robert Shaw”) a 70
°C por 72 h y se pesé con una balanza digital (Ohaus, modelo
TAJ602). Con los datos se realizé un ANDEVA con SAS®, ver-
sién 9.0. La comparacién de medias se realiz6 con la prueba de
Tukey (p=<05). Previo al andlisis los porcentajes se transformaron
a la funcién arcoseno de la raiz cuadrada para cumplir con la

normalidad y homogeneidad de varianza.

Cuadro 2. Nombre comiin, dosis de aplicacién y modo de
accién de los herbicidas usados en la fase de efec-
tividad bioldgica.

Table 2. Common name, dose of application and action mode

of the herbicides used in the biological efficacy phase.

Nombre comtn Dosis Modo de accién,
(gia. ha') inhibidores de:
Flucarbazone sédico 28.0 ALS
Mesosulfuron me.til + 15.0 ALS
iodosulfuron metil
Clodinafop propargil 60.0 ACCasa
Pinoxaden 55.0 ACCasa

Testigo absoluto - -

i.a.: ingrediente activo. % i.a.: active ingredient.

per collection site). In each bioassay, the experimental design was
completely randomized with five treatments (application of four
herbicides), including the untreated control with four repetitions
per treatment. The experimental unit was a pot with three plants
of E. crus-galli.

The herbicides were applied when the plants presented three
to five ligulated leaves. A pressurized spray equipment based
CO, (TS Model) was used, equipped with a flat fan tip from the
TeeJet 8002VS series. Prior to the application, we calibrated the
spray equipment to determine the volume of water, which was
200 L ha™.

The variables were the damage percentage at 10, 20 and 30

d after application (DAA), through visual evaluation with the
EWRS (European Weed Research Society) scale (Burrill ez al.,
1976) and dry biomass production of the plants at 30 DAA.
To determine the dry biomass, we cut the above-ground part of
the three plants of each pot at ground level, then placed them in
a drying oven (“Robert Shaw”) at 70 °C for 72 h and weighed
them with a digital scale (Ohaus, model TAJ602).

With the data we performed an ANOVA with SAS®, version
9.0. Means comparison was carried out with the Tukey test
(p=05). Prior to the analysis, we transformed the percentages
to the arcsine function of the square root to comply with the

normality and homogeneity of variance.
Presence of resistance

We used the herbicides with deficient control in the previous
phase to determine the resistance presence. We conducted two
bioassays to evaluate the effect of increasing doses of sodium
flucarbozone and mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl
(one per herbicide) on the production of dry biomass of the six
biotypes of E. crus-galli at 30 DAA.

The experimental design was randomized complete
blocks with four replications. The plant material, application
equipment and conditions were similar to those used in
bioassays of biological efficacy. The treatments evaluated are
shown in Table 3.

With the dry biomass values we calculated the ED50 (value
that represents the dose of herbicide that inhibits 50 % of the
growth of the plants treated in relation to the control plants). For
the calculation of this parameter, we used the non-linear model
of the dose-response relationship (Valverde ez a/., 2000).

We estimated the resistance index (IR) as the quotient of the
EDS50 obtained for the presumed resistant population and the
ED50 of the population known as susceptible. In our study, we
considered  populations as resistant when the IR values were

equal to or greater than 2.0 (Valverde ¢ a/., 2000).
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Presencia de resistencia

Los herbicidas con controles deficientes en la fase anterior
se usaron para determinar la presencia de resistencia. Dos bio-
ensayos se realizaron para evaluar el efecto de dosis crecientes de
flucarbozone sédico y mesosulfuron metil+iodosulfuron metil
(uno por herbicida) en la produccidn de biomasa seca de los seis
biotipos de E. crus-galli a los 30 DDA. El disefio experimental
fue bloques completos al zar con cuatro repeticiones. El material
vegetal, equipo de aplicacién y condiciones fueron similares a los
usados en los bioensayos de efectividad biolégica. Los tratamien-
tos evaluados se muestran en el Cuadro 3.

Con los valores de biomasa seca se calculé la ED, | (valor que
representa la dosis de herbicida que inhibe el 50 % del crecimien-
to de las plantas tratadas en relacion con las plantas testigo). Para
el cdlculo de dicho pardmetro se utilizé el modelo no lineal de la
relacién dosis-respuesta (Valverde ez al., 2000).

El indice de resistencia (IR) se estimé como el cociente del
ED,, obtenido para la poblacién presuntamente resistente y el
ED,, de la poblacién conocida como susceptible. En nuestro es-
tudio se consideraron poblaciones resistentes cuando los valores

del IR fueron iguales o mayores a 2.0 (Valverde ez al., 2000).
RESULTADOS Y DISCUSION
Efectividad biolégica

En la fase de efectividad biolégica de los cuatro
herbicidas se observaron diferencias estadisticas sig-
nificativas por efecto de los herbicidas en el control
de los biotipos de E. crus-galli alos 30 DDA. Los her-
bicidas inhibidores de la ACCasa (clodinafop propar-
gil y pinoxaden), mostraron un control bueno de to-
dos los biotipos de E. crus-galli examinados en ésta 'y
en las dos evaluaciones previas (datos no mostrados).
El control fue 99 % en promedio, con excepcién del
biotipo III, donde el control fue 95 % (Cuadro 4 y
Figura 1). Estos resultados fueron determinantes para
descartar la sospecha de resistencia a estos herbicidas.

Los herbicidas inhibidores de la ALS (flucarbazo-
ne sédico y mesosulfuron metil+iodosulfuron metil)
proporcionaron un control promedio de 77 % en el
biotipo susceptible (Cuadro 4). Este porcentaje de
control es considerado como regular, segiin la esca-
la europea en uso; sin embargo, con excepcién del
biotipo I, en los demds biotipos su efectividad fue
baja (Figura 2), por lo que se confirmé la sospecha
de resistencia de estos biotipos a los herbicidas antes
mencionados.
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Cuadro 3. Nombre comin, y dosis de aplicacién de los her-
bicidas empleados en la determinacién de la resis-
tencia.

Table 3. Common name and application dose of the
herbicides used in the determination of resistance.

1 Mesosulfuron metil+
Flucarbazone sédico

Tratamiento (¢ de i.a. ha-!) iodosulfuron metil

gdeta-ha (g deia. ha)

1 0 0.00

2 7 3.12+0.62

3 14 6.25+1.25

4 28 12.50+2.50

5 56 25.00+5.00

6 112 50.00+10.00

7 224 100.00+20.00

8 448 200.00+40.00

i.a.: ingrediente activo. % i.a. active ingredient.

RESULTS AND DISCUSSION
Biological efficacy

In the biological efficacy phase of the four
herbicides, we observed significant statistical
differences due to the effect of the herbicides in the
control of E. crus-galli biotypes at 30 DDA. ACCase-
inhibiting herbicides (clodinafop propargyl and
pinoxaden) showed good control of all the E. crus-
galli biotypes examined in this evaluation and in the
two previous ones (data not shown). The control was
on average 99 %, with the exception of biotype III,
where the control was 95 % (Table 4 and Figure 1).
These results were decisive to rule out the suspicion
of resistance to these herbicides.

The ALS inhibitor herbicides (sodium flucarbazone
and mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl)
provided an average control of 77 % in the susceptible
biotype (Table 4).

This percentage of control is considered regular,
according to the European scale in use. However,
with the exception of biotype I, in the other biotypes
its effectiveness was low (Figure 2), so we could
confirm the suspicion of resistance of these biotypes
to the aforementioned herbicides.

The determinations of dry biomass confirmed
the results obtained from the final visual evaluation.

The biotypes treated with pinoxaden and clodinafop
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Cuadro 4. Porcentajes de control (30 DDA) de los biotipos de E. crus-galli del estado de Guanajuato por los herbicidas evaluados.
Table 4. Control percentages (30 DDA) of the E. crus-galli biotypes of the state of Guanajuato for the evaluated herbicides.

. Biotipo
Tratamiento Sus I 11 111 v %
Flucarbazone sédico 75.00 b 60.00 ¢ 42.75b 25.50 b 34.12b 55.12b°
Clodinafop propargil 99.50 a 99.50 a 99.50 a 94.43 a 95.50 a 99.50 a
Pinoxaden 99.50 a 99.50 a 99.50 a 95.83a 99.50 a 99.50 a
Meso.+Iodos' 79.37 b 79.37 b 42.75b 25.50 b 34.12b 25.50 ¢
Testigo absoluto 0.50 ¢ 0.50d 0.50 ¢ 0.50 ¢ 0.50 c 0.50d

"Medias con letra diferente en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey; p=<0.05). < Means with different letter in a column

are statistically different (Tukey; p<0.05).

Mesosulfuron metil+iodosulfuron metil. ¢ Mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl

Las determinaciones de biomasa seca confirma-
ron los resultados obtenidos de la evaluacién visual
final. Los biotipos tratados con pinoxaden y clodina-
fop propargil, presentaron la menor biomasa seca, es
decir, fueron los tratamientos que exhibieron mayor
control. Por el contrario, la biomasa seca registrada
para flucarbazone y la combinacién de mesosulfuron
metil+iodosulfuron metil fue alta en los biotipos con
sospecha de resistencia (Figura 3).

Las observaciones del primer autor acerca de la
inefectividad bioldgica de los herbicidas inhibidores

~ Clodinafop p.

#

propargil had the lowest dry biomass, that is, they
were the treatments that exhibited the greatest
control.

In contrast, the dry biomass recorded for
flucarbazone and the combination of mesosulfuron
methyl + iodosulfuron methyl was high in the
biotypes suspected of having resistance (Figure 3).

The firstauthor’s observations about the biological
efficacy of ACCase-inhibitor herbicides can be
attributed to poorly performed applications when
not using the appropriate equipment, particularly

Testigo

absoluto |

Figura 1. Efectos a los 30 dias después de la aplicacién de los herbicidas inhibidores de la ACCasa (clodinafop propargil y pinoxa-
den) en los biotipos de E. crus-galli, colectado en Guanajuato.

Figure 1. Effect at 30 d after of the application of ACCase inhibitor herbicides (clodinafop propargil and pinoxaden) on the

biotypes of E. crus-galli, collected in Guanajuato.
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Testigo
abosoluto

Figura 2. Efectos a los 30 dias después de la aplicacién de los herbicidas inhibidores de la ALS (Meso.+Iodo.=mesosulfuron-
metil +iodosulfuron-metil y flucarbazone sédico) en los biotipos de E. crus-galli, colectados en Guanajuato.

Figure 2. Effect at 30 d after of the application of the herbicides inhibitors of ALS (Meso. +Iod.=Mesosulfuronmetil + iodosulfuron-
methyl and sodium flucarbazone) in the biotypes of E. crus-galli, collected in Guanajuato.

3.5 7 = B
5 - . -
- B Flucarbazone sédico
2.5
C -  Clodinafop propargil
3 2
3
o ] -
% 15 - | M Pinoxaden
2
1 - Mesosulfuron metil +
iodosulfuron metil
0.5
Testigo absoluto
0 -
Sus 1 11 111 v \%
Biotipos

Figura 3. Biomasa seca de plantas de los biotipos de E. crus-galli por unidad experimental, 30 dias después de la aplicacién de los
herbicidas inhibidores de la ALS y ACCasa. Sus = susceptibilidad.

Figure 3. Dry biomass of plants from the biotypes of E. crus-galli per experimental unit 30 d after the application of the herbicides
inhibitors of ALS and ACCase. Sus = susceptible.
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de la ACCasa se pueden atribuir a aplicaciones mal
realizadas al no usar el equipo adecuado, en particu-
lar, las puntas de abanico plano recomendadas para la
aplicacién de herbicidas y, ademis, a que no realizan
la calibracién de los equipos, lo cual puede originar
la aplicacién de dosis no adecuadas (Salas, 2001).

Presencia de resistencia

Resistencia a
mesosulfuron metil+iodosulfuron metil

La ED, en el biotipo susceptible fue 9.34 g de
i.a. de mesosulfuron metil+iodosulfuron metil,
mientras que la dosis comercial es 28 g i.a. ha™'. El
biotipo V' mostré una ED, similar a la del biotipo
susceptible, lo que confirmé que este biotipo fue
susceptible (Cuadro 5). Para los otros biotipos, los
indices de resistencia calculados con base a las ED,|
obtenidas a partir de la biomasa, fueron superiores a
uno; es decir, se necesita una mayor cantidad de in-
grediente activo de esta mezcla para inhibir el 50 %
del crecimiento de estas poblaciones, con respecto al
biotipo susceptible.

Los resultados confirman que los biotipos IIT y IV
fueron resistentes a mesosulfuron metil+iodosulfuron
metil; sin embargo, los biotipos I y II no se conside-
ran como poblaciones resistentes, de acuerdo con los
indices obtenidos. El aumento en la ED, es un indi-
cativo de iniciar programas de manejo de resistencia
de malezas, ya que se necesita mayor cantidad de in-
grediente activo para inhibir el 50 % del crecimiento
de estas poblaciones. Ademds, una de las causas de la
resistencia es la sobredosificacién y el uso reiterado de
herbicidas con el mismo modo de accidn, por lo cual
no se recomienda aplicar esta mezcla de herbicidas
u otros inhibidores de la ALS, para el control del £.
crus-galli, y se sugiere aplicar los herbicidas inhibi-
dores de la ACCasa que, en nuestro estudio, mos-
traron un control eficiente de la especie. El éxito del
manejo de la resistencia depende de un programa de
manejo diversificado que reduzca la presién de selec-
cién sobre las malezas y que incluya practicas como
la rotacién de herbicidas, el uso de combinaciones de
herbicidas con multiples mecanismos de accién, la
rotacién de cultivos y el uso de métodos de control
no quimicos.

Cuadro 5. ED50 e indice de resistencia (IR) de los biotipos
de E. crus-galli colectados en el estado de Gua-
najuato, para la mezcla de los ingredientes activos
mesosulfuron-metil +iodosulfuron-metil.

Table 5. ED50 and resistance index (IR) of the E. crus-galli
biotypes collected in the state of Guanajuato for
the mixture of the active ingredients mesosulfuron
methyl+ iodosulfuron-methyl.

Biotipo EDSOD IR
Sus 7.02 1.00
I 8.74 1.24
II 12.63 1.79
111 21.78 3.10
v 15.59 2.21
A\ 8.36 1.19

Sus = susceptibilidad. <+ Sus = susceptible.

the flat fan tips recommended for the application of
herbicides. In addition, bad equipment calibration,

which can lead to the application of inadequate doses
(Salas, 2001).

Presence of resistance

Resistance to
mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl

The ED50 in the susceptible biotype was 9.34

of ia. of mesosulfuron methyl+iodosulfuron
methyl, while the commercial dose is 28 g i.a. ha~
!. The V biotype showed an ED50 similar to that
of the susceptible biotype, which confirmed that this
biotype was susceptible (Table 5).

For the other biotypes, the resistance indices
calculated based on the ED50 obtained from the
biomass were greater than one; that is, a greater
quantity of active ingredient of this mixture is needed
to inhibit 50 % of the growth of these populations
with respect to the susceptible biotype.

Results confirm that biotypes III and IV were
resistant to mesosulfuron methyl + iodosulfuron
methyl; however, biotypes I and II were not
considered as resistant populations, according to the
indices obtained.

BOLANOS-JIMENEZ e al. 721



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2018

Resistencia a flucarbazone sédico

Los resultados obtenidos del bioensayo dosis-
respuesta con el herbicida flucarbazone sédico in-
dicaron que ningtn biotipo mostr6 algin grado de
resistencia significativo a flucarbazone. El biotipo II
presentd un indice de resistencia de 1.35; sin embar-
go, no es suficiente para considerarse como tal. Los
otros biotipos se comportaron como susceptibles al
compararlos con el biotipo testigo (Cuadro 6).

Los factores involucrados en el desarrollo y apari-
cién de la resistencia estdn relacionados con la biolo-
gia de la maleza, el cultivo, las précticas de manejo,
la residualidad del herbicida, la susceptibilidad del
biotipo, la densidad de poblacién de la maleza y su
aptitud para producir semillas, del reservorio y la la-
tencia de semillas susceptibles en el suelo, la dosis de
aplicacién, el ndmero de aplicaciones por ciclo, las
condiciones ambientales y los mecanismos de accién
de los herbicidas. Por lo tanto, los controles deficien-
tes y el riesgo en la evolucién de los biotipos resisten-
tes se deben al manejo inadecuado de los factores en
los cuales es posible intervenir.

La resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS,
como mesosulfuron-metil+iodosulfuron-metil, se
debe a la frecuencia alta de mutaciones (Devine y
Preston, 2000) en el sitio de accién (Corbett y Tardif,
20006) a la escasa absorcién, transporte o degradacién
metabdlica de los herbicidas (Hatzios, 2001; Osuna
et al., 2002) o a la sobreexpresion de la enzima ALS
(Yasuor ez al., 2009). Por lo tanto, si se quiere cono-
cer las causas de la resistencia, se deben abordar los
temas antes mencionados.

Cuadro 6. ED, e indice de resistencia (IR) de los biotipos de
E. crus-galli colectados en el estado de Guanajua-
to, para el ingrediente activo flucarbazone sédico.

Table 6. ED50 and resistance index (IR) of E. crus-galli

biotypes collected in the state of Guanajuato, for
the active ingredient sodium flucarbazone.

Biotipo ED,, IR
Sus 202.8 1
I 69.80 0.34
II 275.4 1.35
111 75.43 0.37
v 146.6 0.72
\Y% 31.50 0.15

Sus = susceptibilidad. % Sus = susceptible.
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The increase in ED50 is an indicative of initiating
weed resistance management programs, since more
active ingredient is needed to inhibit 50 % of the
growth of these populations.

In addition, one of the causes of resistance is the
overdose and repeated use of herbicides with the same
mode action, so it is not recommended to apply this
mixture of herbicides or other ALS inhibitors for the
control of E. crus -galli, and it is suggested to apply
the ACCase inhibitor herbicides that in our study
showed an efficient control of the species. The success
of resistance management depends on a diversified
management program that reduces selection pressure
on weeds and includes practices such as herbicide
rotation, the use of combinations of herbicides with
multiple mechanisms of action, crop rotation and
the use of other non-chemical control methods.

Resistance to sodium flucarbazone

The results obtained from the dose-response
bioassay with the sodium flucarbazone herbicide
indicated that no biotype showed any significant
degree of resistance to flucarbazone. Biotype II
presented a resistance index of 1.35; however, it
is not enough to be considered as such. The other
biotypes behaved as susceptible when compared with
the control biotype (Table 6).

The factors involved in the development and
emergence of resistance are related to weed biology,
cultivation, management practices, herbicide
residuality, biotype susceptibility, weed population
density and its ability to produce seeds, the reservoir
and dormancy of susceptible seeds in the soil, the
application dose, the number of applications per
cycle, the environmental conditions and the action
mechanisms of the herbicides. Therefore, poor
controls and the risk in the evolution of resistant
biotypes are due to the inadequate management of
the factors in which it is possible to intervene.
Resistance to ALS inhibiting herbicides, such as
mesosulfuron-methyl + iodosulfuron-methyl, is
due to the high frequency of mutations (Devine
and Preston, 2000) at the action site (Corbett and
Tardif, 2006) and the low absorption, transport or
metabolic degradation of herbicides (Hatzios, 2001;
Osuna et al., 2002) or the overexpression of the ALS
enzyme (Yasuor ez al., 2009). Therefore, if you want
to know the causes of resistance, you must address
the aforementioned issues.
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CONCLUSIONES

Los herbicidas clodinafop propargil y pinoxa-
den mostraron efectividad biolégica buena sobre
biotipos de E. crus-galli provenientes de Guanajua-
to; los herbicidas flucarbazone y mesosulfuron
metil+iodosulfuron metil mostraron una efecti-
vidad aceptable sobre el biotipo susceptible y baja
en los biotipos con sospecha de ser resistentes. En
dos de los seis biotipos estudiados se confirmé re-
sistencia de E. crus-galli al herbicida mesosulfuron
metil+iodosulfuron metil.
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