‘ \\\\ ’ La sub-dosificacion causa

resistencia metabolica en
\\\ sOlo 3 anos!

y Lo barato sale caro

LABORATORIO

Dr. Jesus R. Torres Garcia
CIIDIR-IPN, Unidad Michoacan

jrtorresg@ipn.mx De Ecologia y Evolucién Molecular




Uno de los aspectos mas recientes en la investigacion de la resistencia a herbicidas
es la que esta relacionada con la resistencia metabdlica.

La resistencia a herbicidas puede ocurrir por cambios puntuales en el sitio de
accion, lo que causa una modificacion en la proteina blanco del herbicida y por lo
tanto limita su funcionamiento (resistencia por cambios en el sitio de accidn). En
este caso se trata de un solo gen con efectos profundos (resistencia
monogenética). Este es el caso mas documentado en la resistencia a antibioticos,
insecticidas, fungicidas y herbicidas.

La otra puede ocurrir por cambios fuera del sitio de accion. Estos cambios tienen
gue ver con la modificacion en la regulacion de muchos genes de efectos pequefios
(efectos aditivos). Este tipo de resistencia también se le conoce como resistencia
poligenética.
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Abstract There has been much debate regarding the
potential for reduced rates of herbicide application to
accelerate evolution of herbicide resistance. We report a
series of experiments that demonstrate the potential for
reduced rates of the acetyl-co enzyme A carboxylase
(ACCase)-inhibiting herbicide diclofop-methyl to rap-
idly select for resistance in a susceptible biotype of
Loliunt rigidum. Thirty-six percent of individuals from
the original VLR1 population survived application of
37.5 g diclofop-methyl ha ' (10% of the recommended
field application rate). These individuals were grown to
maturity and bulk-crossed to produce the VLRI low
dose-selected line VLRI (0.1). Subsequent comparisons
of the dose-response characteristics of the original and
low dose-selected VLRI lines demonstrated increased
tolerance of diclofop-methyl in the selected line. Two
further rounds of selection produced VLRI lines that
were resistant to field-applied rates of diclofop-methyl
The LDs; (diclofop-methyl dose required to cause 50%
mortality) of the most resistant line was 56-fold greater
than that of the original unselected VLRI population,
indicating very large increases in mean population sur-
vival after three cycles of selection. In vitro ACCase
inhibition by diclofop acid confirmed that resistance was
not due to an insensitive herbicide target-site. Cross-
resistance studies showed increases in resistance to four
herbicides: fluazifop-P-butyl, haloxyfop-R-methyl, cle-
thodim and imazethapyr. The potential genetic basis of
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the observed response and implications of reduced her-
bicide application rates for management of herbicide
resistance are discussed.

Introduction

Resistance to xenobiotics is a striking example of rapid
evolution following a novel environmental challenge and
is a recurring theme in agriculture (resistance to insec-
ticides, fungicides and herbicides) and medicine (anti-
microbial resistance). Herbicide resistance now
compromises weed management practices in many
agricultural situations worldwide (reviewed in Powles
and Shaner 2001) and must be addressed from an evo-
lutionary perspective (Via 1986). Georghiou and Taylor

(1986) separated the factors influencing the evolution of

pesticide resistance into genetic, biological/ecological
and operational. Genetic factors include the frequency
of resistance (R) alleles in populations prior to selection,
the number of alleles or loci contributing to the resis-
tance phenotype and the relative fitness of those alleles
in the presence and absence of the herbicide (Maxwell
and Mortimer 1994; Jasieniuk et al. 1996; Diggle and
Neve 2001). Biological and ecological factors relate to
individual species biology. and operational factors in-
clude the rate of herbicide applied (selection intensity)
and herbicide use patterns (e.g. rotations and mixtures).

The relative contribution to adaptation of genetic
variation at major (genes with a large phenotypic effect)
and minor (genes with smaller additive effects) loci has
been keenly discussed, and it is widely agreed that the
majority of adaptation in natural populations occurs as
a consequence of selection at many loci of small effect

(Lande 1983; Orr and Coyne 1992). However, most of

the documented cases of field-evolved resistance to xe-
nobiotics result from the selection of single major genes
(monogene resistance) (Roush and McKenzie 1987;
Macnair 1991; Darmency 1994; Jasieniuk et al. 1996;

Hasta 2005 no se sabia exactamente como es que la
seleccion tenia un efecto en el metabolismo. Existian
sospechas de que la sub dosificacion podria ser la
causante del incremento de este tipo de resistencia.
Neve y Powles en su articulo llamado “Recurrent
selection with reduced herbicide rates results in
the rapid evolution of herbicide resistance in
Lolium rigidum (Theor Appl Genet (2005) 110:
1154-1166)" demuestran como una linea
completamente susceptible puede desarrollar

resistencia metabodlica en tan soélo 3 anos!.



olium rigidum en Australia es una maleza que invade los campos de trigo y es
resistente a herbicidas inhibidores de la ACCasa. De una superficie de 8 millones
de hectareas, en 2005 se calculaba que un 46% de ellas tenian problemas de
resistencia.

Se creia que la causa de este incremento de la resistencia era debido al uso de
dosis bajas para el control de la maleza. Uno de los principales argumentos es
que el costo de los herbicidas y sus altas tasas de efectividad llevaron a los
productores a reducir intencionalmente las dosis. En este articulo se demostro
por primera vez como la seleccion por bajas dosis podia acelerar la tasa de

evolucion de biotipos resistentes a herbicidas.
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Se partio de una linea comercial completamente susceptible a todos los

herbicidas usados para el control de esta maleza. En un primer ciclo se aplico

clodinafop-metil en dosis de 18.75, 37.5, 75, 112.5, 187.5y 375 g halque
corresponde a 0.05x, 0.1x, 0.2x, 0.3x, 0.5x, y 1.0x de la dosis recomendada

Las plantas que sobrevivieron a una dosis del 10% de la dosis recomendada
(0.1x), fueron transplantadas y crecidas hasta la produccion de semillas.
Posteriormente esas semillas se usaron para un segundo y tercer ciclo una

fraccion de la dosis de etiqueta (0.5,1.0 y 2.0x).
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Se midi6 la actividad de la enzima ACCasa para corroborar si la
resistencia se debia aun incremento en la actividad o a una mayor

concentracion de esta enzima

La linea que estuvo bajo el régimen de seleccion VLR1 (0.1, 0.5, 2.0)
gue resultaron con mayor resistencia fueron probadas con la
aplicacion de otros herbicidas inhibidores de la ACCasa (fluazifop-P-
butyl, haloxyfop-R-methyl, setoxidim, cletodim y un ALS (imazetapir).
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En el primer ciclo, las plantas
tienen un comportamiento

2 susceptible. A la dosis
2] recomendada (375 g) muere el
) o 99.9% de_ la poblaci_c’)n. Para este
: primer experimento
0 : o

! o oo 300 * A'la dosis del 0.1x se observo una
iclofop-methyl (g ha ") . .
supervivencia del 36%

Fig. 1 Dose-mortality response curve for Lofivm rigidhim holvpe
VLRI following application of a range of doses of diclofop-methyl
at the two- to three-leal stage in 2000, The symbaoly are the mean
observed percentage survival, error bary are £ one standard error
of the mean (n=3). Predicted values [or percentage survival (sofid
fine) are back-transformed from probit analysis
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Fig. 2 Dose-mortality response curves for L. rngiduom biotype
VLRI {(salid line, Mack cireley and selected line VLRI (0.1) (broken
fine, open triangle) following apphcation of a range of doses of
diclofop-methyl at the two- o three-leaf stage in 2001, Symbals are
the mean observed percentage survival, error bars are £ one
standard error of the mean (n=R8). Predicted values for percentage
survival (sedfid and hroken hines) ave back-transformed [rom probit
analvsis

En un segundo ciclo de

seleccidn, se observd que

el indice de resistencia de
la Dosis Letal (DL) se

iIncrementé a 1.31
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Fig. 3 Dose-mortality response curves for L. rigidim bolvpes—A
VLRL (0.1, 0.2) (sefid fine, Black cirele), VLR (0.1, 0.2, 0.5)
(Braken fine, open cireled, VLED (0.1, 0.2, 1Oy (stippled fine, apen
tricengley, B VLR (O, 0.5) (salid fine, Mack corcle), VLEL (0.1, 005,

2.0 (hroken fine, open cirele)—lollowing application of a range of

doses of diclofop-methvl at the two- o three-leal stage in 2004,
Svmbols are the mean observed percentage survival. Predicted
values lor percentage survival (solid and broken fines) are back-
transformed from probit analysis. Sofid gray line represents prohbit
back-transformed dose-mortality response for unselected VLRI
biotype in the 2004 experiment

La comprobacion de la resistencia después de
tres ciclos de seleccion a dosis bajas demostro un
Incremento significativo de los niveles de
resistencia. Incluso se observan lineas que
Incrementaron su resistencia hasta un IR de 55.8

Table 2 Estumates and standard errors of probat transformed LDy,
and b (slope) values from dose-mortality response data for the
VLRI hiotvpe and low dose-selected VLR lines treated with a
range of doses of diclofop-methy] 1in 2004

Line LD.," B LDy R:S
ratio”

VLEI .79 {(L.0OES) | .62 (0211}

VLEREL (0.1, 0.2) 2 66 ((.0RA) .22 (0.143) T4

VLRI (0.1, 0.2, 0.5)  2.86 (0.092) |.201 (0151 1L.E
VLRIGOL 0.2 100 | 354 (0210) | 083 (0145) _ _ 358

VLRI (0.1, 0.5) 283 (0.07E) |47 (0.172) 10.9
VLEL (0.1, 0.5, 200 3.39 (0.100) | 48 (0219} 4001

“Standard errors shown in parenthesis
"LDy RS ratios calculated as back-transformed LDy, for selected
line/back-transformed LD for unselected VLR 1 hotvpe
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Fig. 4 Dose-response curves for per plant {dead and alive) [resh
above-ground  biomass production (percentage mean untreated
control) 21 days after herbicide application of L. rigfdum bio-
tvpes—A VLED (0.1 0L2) (el Sine, Black cirefe), VLEL (001, 0.2
0.5y (broken line, open circle), VLRD (01, 0.2, L0} (stippled e,
apen triangle); B VLR (0.1, 0.5) (solid fine, Mack circle), VLRI
(0.1, 0.5, 2.00 (froden five, oper cirele)—lollowing the application of
a range of doses of diclofop-methyl at the two- to three-leal stage in
2004, Svimbody are mean observed percentage biomass production.
Predicted values for percentage biomass production (sofid and
broken lines) are derived from log-logistic regression analysis. The
solicd gray line represents log-logistic dose-response curves for the
original VLRI biotype in the 2004 experiment

Para la acumulacion de biomasa se
observaron niveles de resistencia
de hasta 49 veces mas

Table 3 Estimates and standard errors of GRy and & islope)
parameters from log-logistic analysis of growth-response data for
the VLRI biotype and low dose-selected VLR lines treated with a
range of doses of diclofop-methyl in 2004

]-_:i]“'." G R._d.”." |r:III ‘._JR'._J.". R:EI‘
ratio”
VLEIL 21.9 (3.0} 2.16 (0.26)
VLRI (0.1, 0.2) 147.1 (24.6) =210 (0.31) 6.7
VLRIL (0.1, 0.2, 0.5) 3566 (T7.0) —1.50 (0.23) 163
VLR 0L 0.2 Loy 1089 (381 121 (0.2T7) 491
VLEIL [ﬂ l, (}.5) 1397 (31.7) —1.30 [l'lI "'1} 6.4
VLRI (0.1, 0.5, 2.0) 4477 (930 ~1.49 (0.22 204
RATORIO
"7':1¢|:|-'_1=er errors are shown in parenthesis
PGRey R-S ratios calculated as GRa, for selected line/GRy, for
unselected VLR hiotype 5n Molecular



La medicion de la actividad de la enzima
ACCasa indica que no esta involucrada en
los mecanismos de resistencia. Lo que
sugiere la participacion de genes de
efectos menores que ayudan a la planta a
sobrevivir. Estos llamados “genes de
efectos menores” actualmente se sabe
gue pertenecen a la familia de la

citocromo oxidasa P450.
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Fig. 5 In witro enzvme inhibition curves for ACCase extracted
from the unselecied VLR biotype {sofid bwe, dack circle) and the
VLR (0.1, 0.5, 2.0) (hraken fine, open circle) line and exposed 1o a
range of diclofop acd concentrations. Symhals represent mean
percentage ACCase inhibition (% of untreated control); error bars
arg £ one standard error of the mean. Predicted values (sefid and
broveen fines) are derived from log-logistic regression analvsis

\
\ De Ecologia y Evolucion Molecular



Fig. 6 Dose-mortality response
curves for L. rigidum biotype
VLRI (sofid line, Black cirefe)
and VLREL (001, 0.5, 2.0
(Brodeen fine, open cirele) treated
with a range of doses of
fluazifop-butyl (A), haloxylop-
R-methyl (B), sethoxydim (O],
clethodim (DY) and imazethapyr
(E). Spmbods represent mean
percentage survivaly error hars
arg + one standard error of the
mean
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Finalmente estas
lineas resistentes
fueron probadas en
presencia de otros
herbicidas del mismo
modo de accion.

ASi como con un
Inhibidor de la ALS.

Se observa un incremento en
- la resistencia a un herbicida
con otro modo de accion al
que nunca habia sido )
expuesta



Table 5 Estimaites and standard errors of probit-transformed LD,
values from dose-mortality response data for the YVLE] biotvpe
and the diclofop-methyl selected VLRI (0.1, 0.5, 2.00 line treated
with a range of doses of selected ACCase and ALS-inhibiting
herbicides

Herbicide LDwVLRI® LD+ VLRI LD, RS
(0.1, 0.5, 200" ratio”
Fluazifop-butyl 1325 (0,034 1583 (0.023) | .8
Haloxylop-R-methyl 0863 (0.026)  1.066 ((L035) |.59
sethoxydim 307 (0.028)  1.320 (0.024) | .03
Clethodim 0720 (0,019 0840 (0.028) .32
Imazethapyr _ ____ _LS93.(0.055) . 1,963 (0,140) _ 235

“Standard errors are shown in parenthesis
LD, RS ratios calculated as back-transformed LDy, for VLRI
(0.1, 0.5, 2.0yback-transformed LDy, Tor unselected VLE]

Esta linea seleccionada ya
puede considerarse con
resistencia multiple a inhibidores
de la ACCasa (diclofop) y ALS

(imazetapir)
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| mensaje importante es que las subdosificaciones pueden
causar un incremento en la resistencia en tan sélo 3 afnos!
Ademas de gue se abre la puerta para que esas poblaciones
sean resistentes a herbicidas de incluso otros modos de
accion. Reduciendo asi las opciones de control quimico.

Las subosificaciones pueden ocurrir por diferentes causas:

1. Intencional. Cuando conscientemente se hace una aplicacion con una
concentracion menor a la indicada en la etiqueta. Principalmente por tratar de
reducir los costos en la compra de los herbicidas.

2. Uso de productos genéricos. Los productos genéricos pueden contener el
mismo ingrediente activo, pero muchas ocasiones la pureza del ingrediente y la
calidad de los adyuvantes es menor que los productos de marcas comerciales
reconocidas. Esto al final reduce la efectividad y puede ser clasificada como sub

dosificacion. >




3. Aplicaciodn fuera de tiempo. Las concentraciones a las que los herbicidas
estan formuladas es para eliminar malezas de aproximadamente 10 cm de
altura. Cuando se hacen aplicaciones demasiado tardias, las malezas pueden

llegar a tener 2 0 3 veces el tamafno recomendado. Esto generara una
subdosificacion por tamafo de la maleza.

Es importante asegurarse de la calidad de los
herbicidas usados (marca, caducidad) y emplearlos
con las dosis y tiempos indicados en la etiqueta.

Ojo, lo barato sale caro!
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