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Resumen: La introduccion de las auxinas sintéticas fue una revolucion en la agricultura
mundial para controlar las malas hierbas dicotiledoneas en cereales. A partir de ese
momento las compafias de agroquimicos invirtieron cuantiosas sumas en producir
nuevos herbicidas para controlar diferentes especies de malas hierbas en distintos
cultivos. Sin embargo, una de las desventajas del uso de estos productos es la evolucién
de malas hierbas resistentes a herbicidas. La ultima revision realizada por el Dr. lan
Heap (2009) sefiala 331 biotipos resistentes pertenecientes a 189 especies, de las cuales
113 son dicotiledoneas y 76 monocotileddneas, distribuidas en méas de 300.000 campos.
El conocimiento de los procesos bioldgicos responsables de la resistencia a herbicidas
en una determinada mala hierba es fundamental para el disefio de una estrategia de
control. Dependiendo del tipo de mecanismo de resistencia detectado, la mala hierba
presentara un patron especifico en su tolerancia a herbicidas que podréa variar desde un
alto grado de resistencia a determinados compuestos de una misma familia quimica, a
una moderada resistencia a un amplio espectro de herbicidas. La resistencia a herbicidas
puede deberse a dos mecanismos basicos, aquellos referidos al sitio de accién por
pérdida de afinidad entre la proteina de enlace y el herbicida o por una sobreexpresion
de esa proteina. El segundo grupo de mecanismos basicos pertenecen a aquellos donde
no esta involucrado el sitio de accion, también llamados mecanismos por exclusién del
herbicida, principalmente debido a un incremento de la detoxificacion metabodlica del
herbicida en productos no tdxicos y en una falta de absorcion / penetracidn del herbicida
y posterior pérdida de transporte via xilema / floema del herbicida a la proteina de
enlace. En el presente capitulo se realiza una revision de los mecanismos involucrados
en la resistencia de las plantas a los herbicidas, haciendo mayor referencia a aquellos
gue no estan involucrado al sitio de accion.
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Summary: Mechanism of herbicide resistance in weeds. The introduction of synthetic
auxins caused a revolution in the agricultural world in the effective and economic
control of broad-leaved weeds in cereals. From that moment on, agrochemical
companies invested huge sums in producing new herbicides to control different weed
species in different crops. However, one of the disadvantages of the continued use of
these products was the evolution/selection of weeds tolerant/resistant to herbicides. The
last review made by Dr. lan Heap (2009) pointed to 331 resistant biotypes belonging to
189 species, 113 of which are dicotyledons and 76 monocotyledons, distributed over
more than 300,000 places in the world. Knowledge of the biological processes
responsible for resistance to herbicides in a specific weed is fundamental for the design
of a control strategy. Depending on the type of resistance mechanism detected, the
weed will present a certain pattern in its tolerance to herbicides, which may vary from a
high degree of resistance to specific compounds of a chemical family to a moderate
resistance to a wide spectrum of herbicides. Herbicide resistance may be due to two
basic mechanisms; those referring to the target site, either from a loss of affinity
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between the linking protein and the herbicide, or from an overexpression of that protein.
The second group of basic mechanisms belong to those in which the target site is not
involved, also called herbicide exclusion mechanisms, mainly because of an increase in
the metabolic detoxification of the herbicide in non toxic products and of a lack of
absorption/penetration of the herbicide and a subsequent loss of transport via the
xylem/phloem of the herbicide at the linking protein. In this chapter a review of the
mechanisms involved in the resistance of plants to herbicides is made, making a greater
reference to those not involved in the target site.

Key words: Resistance, herbicides, weeds, mechanisms, target sites.

Introduccion

Durante la década de 1940, la introduccién de los herbicidas auxinicos, mostro a los
agricultores el potencial de los herbicidas para controlar las malas hierbas de hoja ancha
en cultivos herbaceos. El uso de estas auxinas sintéticas indujo a las compafiias de
agroquimicos, a invertir en investigacion para sintetizar nuevas moléculas para distintos
cultivos y malas hierbas. La comprobada eficacia de los herbicidas modernos les
permite a los agricultores producir sus cultivos de forma reiterada y rentable en los
mismos terrenos y optimizar sus ingresos. Sin embargo, una de las desventajas del uso
de estos productos es la evolucidn de malas hierbas resistentes a herbicidas.

Aunque existen un namero de herbicidas generales o totales que resultan activos frente
a cualquier tipo de planta, no cabe duda que, hoy dia, los mas importantes tanto
cualitativa como cuantitativamente, son los herbicidas especificos o productos capaces
de controlar un amplio espectro de malas hierbas sin afectar a los cultivos a los que se
aplican. La selectividad puede deberse a causas fisicas 0, mas frecuentemente,
bioquimicas (JAGER, 1983), siendo en este Gltimo caso consecuencia de las diferencias
genéticas existentes entre distintas especies vegetales. Tal accién selectiva supone que
determinadas especies de plantas cultivadas, y también de malas hierbas, son capaces de
vivir y crecer a las dosis recomendadas de aplicacion agricola del herbicida, aunque
puedan ser controladas a dosis varias veces superiores. Este tipo de respuesta se conoce
generalmente como tolerancia natural y ha sido definida por la HRAC (Herbicide
Resistance Action Committee) como la habilidad/aptitud heredable de una especie
vegetal a sobrevivir y reproducirse después de un tratamiento, pudiendo considerarse
como una caracteristica a nivel de especie. Sin embargo, la variabilidad genética puede
darse de forma intraespecifica. Debido a este hecho y como consecuencia de la presién
selectiva impuesta por la aplicacion continuada de herbicidas que caracteriza a los
modernos sistemas de produccion agricola, es posible el desarrollo de biotipos de malas
hierbas que dejan de ser controlados por un determinado producto al que originalmente
eran susceptibles. Tal respuesta se conoce generalmente como resistencia, siendo una
caracteristica adquirida por una poblacion (biotipo) de una especie que carecia de ella 'y
ha sido definida por la HRAC como la habilidad/aptitud heredable de una especie
vegetal a sobrevivir y reproducirse después del tratamiento de un herbicida a dosis
normalmente letales para la misma especie susceptible. En una planta, la resistencia
puede ocurrir de una forma natural o puede ser inducida por técnicas como la
ingenieria genética o seleccion de variantes resistentes obtenidas por cultivos de tejidos
0 mutagénesis. Esta definicion, bastante completa en si, presenta el problema de que se
asume que la resistencia esta asociada Unicamente a factores de tipo fisioldgico y/o
morfologico (MAXWELL y MORTIMER, 1994). A diferencia de las plantas tolerantes,



las resistentes suelen sobrevivir no sélo a las dosis de aplicacion agricola del herbicida
sino a otras bastante superiores (DE PRADO et al., 1996).

El término de tolerancia se usa frecuentemente no sélo para referirse a variaciones
entre especies, sino también en relacion con la variabilidad dentro de una especie
(LEBARON y GRESSEL, 1982). En este caso, tolerancia y resistencia son expresiones
que denotan diferencias en intensidad de un mismo fenémeno, considerandose la
resistencia como un caso extremo Yy menos frecuente de tolerancia (HOLT vy
LEBARON, 1990) o considerando la tolerancia un mecanismo poligénico y la
resistencia uno monogeénico (GRESSEL, 1985).

El término resistencia suele ir adjetivado con diversos modificadores que hacen alusion
a la posible pluralidad existente tanto en los mecanismos de resistencia que posee un
individuo como en los herbicidas a los que éste es resistente. Surgen asi los conceptos
de resistencia cruzada y resistencia mdultiple. Dependiendo de los autores
consultados, estas definiciones se asociardn a mecanismos de resistencia (JUTSUM y
GRAHAM, 1995):

- Resistencia cruzada: Aquella por la que un individuo es resistente a dos 0 mas
herbicidas debido a un solo mecanismo de resistencia.

- Resistencia multiple: Aquella por la que un individuo posee méas de un mecanismo
de resistencia a uno o varios herbicidas.

La resistencia cruzada negativa se refiere a aquellos casos en que un biotipo resistente
a un herbicida exhibe un aumento en la sensibilidad a otros herbicidas con distinto
modo de accion o de degradacién (DE PRADO et al., 1992). Por dltimo, los cultivos
resistentes a herbicidas, son cultivos que poseen genes insertos que les confieren
resistencia a cierto herbicida al que habian sido previamente sensibles.

Las caracteristicas de las malas hierbas y del herbicida influyen en la tasa de evolucion
de la resistencia. En el caso de la mala hierba, las caracteristicas mas importantes son la
frecuencia de genes, el tamafio y la viabilidad del banco de semillas del suelo y la
adaptabilidad al medio. En el herbicida se deben considerar factores como eficacia,
dosis, frecuencia de aplicacion y persistencia en el suelo. La importancia relativa de
estos factores se ha tratado de determinar mediante el uso de modelos (GRESSEL y
SEGEL, 1990; MORRISON y FRIESEN, 1996). Estos modelos y la experiencia
practica indican que el factor principal en la evolucion de la resistencia es la presion de
seleccién impuesta por el herbicida. En la practica, la presion de seleccion depende de la
dosis de herbicida utilizada, su eficacia y la frecuencia de aplicacion. Por lo tanto, se
puede disminuir la presion de seleccion mediante la aplicacion de mezclas de herbicidas
con distintos mecanismos de accion y degradacion que sean eficaces contra el mismo
espectro de malas hierbas (WRUBEL y GRESSEL, 1999). La rotacion de herbicidas
basados en estos mismos criterios también atenta la presion de seleccion. Los
herbicidas persistentes imponen una mayor presion de seleccion que los no persistentes.
La disminucion de la dosis de herbicida puede agravar los problemas en vez de
disminuirlos porque puede propiciar la seleccion de resistencia poligénica, es decir la
resistencia que depende de mas de un gen y se manifiesta como un incremento
progresivo en el grado de resistencia de la planta de una generacion a la siguiente
(COUSENS y MORTIMER, 1995).



Cada especie tiene una constitucion genética particular y se considera que los genes de
resistencia estan presentes en las poblaciones silvestres, aunque en una proporcion muy
baja. Si la presion de seleccion asociada a la frecuencia de uso es la misma para dos
herbicidas, entonces la frecuencia inicial de genes influird sobre el tiempo requerido
para que se detecten individuos resistentes. Se estima que la frecuencia de genes de
resistencia a las triazinas, que se heredan a través del genoma de los plastidos, es de
aproximadamente 10® (GRESSEL, 1991), mientras que la de las sulfonilureas es de
alrededor 10° (CHALEFF y DAY, 1984). Esta proporcion se incrementa conforme la
presion de seleccion aumenta por el uso continuado del mismo herbicida o de
compuestos que pertenecen a la misma familia quimica o que comparten el mismo
modo de accidn, o de herbicidas que son metabolizados de manera similar en la planta.
A medida que aumenta la tasa de mortalidad obtenida con el herbicida, aumenta
también la presién de seleccion. El tiempo requerido para que se reconociera la
resistencia a clorsulfurén y simazina en el campo fue de 3-5 afios y 10 afios,
respectivamente, lo que refleja la estimacion inicial de la frecuencia de genes
(MAXWELL y MORTIMER, 1994).

La dltima revision realizada por HEAP (2009) (www.weedscience.com) sefiala 331
biotipos resistentes pertenecientes a 189 especies, de las cuales 113 son dicotiledoneas y
76 monocotileddneas distribuidas en mas de 300.000 campos (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de malezas resistentes a herbicidas (HEAP, 2009).

Grupo de herbicidas | Modo de Accidn Grupo | Ejemplode | Total
HRAC | Herbicidas
Inhibidores de la ALS | Inhibicion de la acetolactato B Clorsulfuron 101
sintetasa ALS (acetohidroxiacido
sintetasa AHAS)
Inhibidores del Inhibicion de la fotosintesis en el Cl Atrazina 68
Fotosistema 11 fotosistema 11
Inhibidores de la Inhibicién de la acetil coenzima A Diclofop- 36
ACCasa carboxilasa (ACCasa) metil
Auxinas Sintéticas Auxinas sintéticas (como la accion (0] 2,4-D 28
del 4cido indolacético AlIA)
Bipiridilos Desviacion del flujo electrénico en D Paraquat 24
el fotosistema |
Ureas y Amidas Inhibicion de la fotosintesis en el Cc2 Clorotoluron 21
fotosistema 11
Glicinas Inhibicion de la EPSP sintasa G Glifosato 16
Dinitroanilinas y Inhibicidn de la union de los K1 Trifluralina 10
otros microtubulos en la mitosis
Tiocarbamatos y Inhibicién de la sintesis de los N Trialato 8
otros lipidos (no ACCasa)
Triazoles, Ureas, Decoloracion: inhibicion de la F3 Amitrol 4
Isoxazolidionas sintesis de los carotenoides (punto
desconocido)
Inhibidores de la PPO | Inhibicion de la protoporfirindgeno E Oxifluorfen 3
oxidasa (PPO)
Cloroacetamidas y Inhibicion de la division celular K3 Butaclor 3
otros
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Inhibidores de la Decoloracién: inhibicion de la F1 Flurtamon 2

biosintesis de sintesis de los carotenoides a nivel

Carotenoides de la fitoeno desaturasa (PDS)

Acidos Desconocido Z Flamprop- 2

arilaminopropionicos metil

Nitrilos y otros Inhibicion de la fotosintesis en el C3 Bromoxinil 1
fotosistema 11

Inhibidores de la Inhibicion de la mitosis K2 Profam 1

Mitosis

Inhibidores de Inhibicion de la sintesis de la pared L Diclobenil 1

celulosa celular (celulosa)

Desconocido Desconocido Z (cloro) - 1

flurenol
Organoarsenicales Desconocido Z MSMA 1
Numero total de biotipos resistentes. 331

El conocimiento de los procesos bioldgicos responsables de la resistencia a herbicidas
en una determinada mala hierba es fundamental para el disefio de una estrategia de
control (FISCHER, 2008; POWLES, 2009). Dependiendo del tipo de mecanismo de
resistencia detectado, la mala hierba presentard un patrén especifico en su tolerancia a
herbicidas que podra variar desde un alto grado de resistencia a determinados
compuestos de una misma familia quimica, a una moderada resistencia a un amplio
espectro de herbicidas. Asimismo el conocimiento de estos mecanismos nos permitira
prever la posible respuesta de la poblacion resistente al conjunto de mecanismos
quimicos/mecéanicos/culturales seleccionados para su control, la efectividad a corto y
largo plazo de los mismos y la posible aparicion de nuevos problemas. Actualmente hay
méas de 900 plaguicidas y casi 600 ingredientes activos en el mercado (HALL et al.,
2001). Millones de toneladas de plaguicidas se aplican anualmente, se ha estimado que
un pequefio porcentaje de estos productos alcanzan el organismo diana depositando el
resto en el suelo y en otros organismos, asi como a la atmdsfera y al agua (PFIMENTAL
y LEVITAN, 1986).

La degradacién abiotica es debida a una transformacién quimica y fisica del plaguicida
por procesos como la fotdlisis, hidrdlisis, oxidacién y reduccion. Ademas, los
plaguicidas pueden no estar disponibles bioldégicamente debido a la
compartimentalizacion que ocurre como resultado de una adsorcion del plaguicida al
suelo y a los coloides sin alterar la estructura original de la molécula plaguicida.

Sin embargo, las reacciones enzimaticas que son principalmente el resultado de
procesos bidticos mediados por plantas y microorganismos es la ruta de detoxificacion
méas importante. Existen al menos cinco mecanismos generales, no necesariamente
excluyentes que podrian justificar la resistencia a herbicidas (SHERMAN et al., 1996).
De todos los mecanismos detectados en malezas el/los cambio/s aminoacidico/s que
conlleva un cambio estructural en el sitio de accién (proteina) y una perdida de afinidad
por el herbicida, es el mecanismo méas determinante en malezas resistentes (Figura 1).
La sobreexpresion de esta proteina no es un mecanismo bien conocido y de forma
natural no ha sido detectado en malezas. Sin embargo si ha sido utilizado en OMG
(Organismos Modificados Genéticamente), en cultivos resistentes a glifosato.
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Figura 1. Mecanismos de resistencia de las plantas a los herbicidas dependiente del
sitio de accion. En la figura: () representa la proteina diana, ) la proteina diana
modificada y @, la molécula herbicida.

La figura 2 muestra el diferente comportamiento de un herbicida entre una planta
sensible y una resistente (R), pudiéndose observar que en la maleza R cambios
fisioldgicos (cambios en la cuticula y/o menor movimiento del herbicida via xilema o
floema) y/o una mayor actividad enzimatica capaz de inactivar el herbicida hacen que la
maleza sobreviva al herbicida.
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Figura 2. Mecanismos de resistencia de las plantas a los herbicidas independiente del
sitio de accion.




Resistencia de sitio de accién

Pérdida de afinidad por el sitio de accion. Los herbicidas resultan letales para las
plantas debido a su actuacion sobre un sitio de accion primario, generalmente una
proteina, de especial relevancia bioldgica (Figura 3 y 5). Este sitio primario suele ser
especifico y la accion del herbicida sobre él (efecto primario), suele conducir al
desarrollo de efectos secundarios, de naturaleza mucho méas general que normalmente
acaban produciendo la muerte de la planta (CORBETT et al., 1994). Una o varias
mutaciones en la secuencia aminoacidica del sitio primario de accién pueden resultar en
una pérdida de afinidad del herbicida por éste, imposibilitando la union efectiva de
ambos e impidiendo asi la continuidad del proceso vital mediado por dicho sitio
(GRONWALD, 1994, DELYE et al., 2005, WHALEY et al., 2007). Este tipo de
mecanismo, caracterizado en la mayoria de los biotipos resistentes descritos hasta el
momento, se caracteriza por conferir un alto grado de resistencia al herbicida empleado,
pudiéndose extender ésta a otras moléculas pertenecientes a la misma familia quimica
(CRUZ-HIPOLITO et al., 2009a).

Resistencia fuera del sitio de accién

Metabolizacion a compuestos no toxicas. La degradacion de los herbicidas a
compuestos no fitotdxicos es la base de la selectividad que presentan muchas materias
activas en cultivos tolerantes frente a las malas hierbas sensibles (Figura 3). En los
procesos de detoxificacion metabdlica, entendido como aquellos procesos bioldgicos en
los que las moléculas fitotoxicas son metabolizadas a compuestos inocuos 0 menos
toxicos, los biotipos resistentes son capaces de degradar el herbicida antes de que éste
cause dafios irreversibles. La velocidad de degradacién enzimética puede variar con
factores endogenos y exdgenos, tales como el estadio de crecimiento de la planta y las
condiciones climaticas.
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Figura 3. Esquema de secuencias de la entrada de un herbicida desde su absorcion /
penetracion hasta la union a la proteina de enlace y posterior muerte de la planta
(Adaptado de DEVINE et al., 1993).

Los procesos de detoxificacion metabolica de herbicidas en tejidos vegetales pueden
dividirse en tres fases (SHIMABUKURO, 1985; HATZIOS, 1991) (Tabla 2). En la fase
I (conversidon) las propiedades iniciales del plaguicida de partida son transformadas a
través de reacciones de oxidacion, reduccion o hidrolisis para producir un compuesto
mas soluble en agua y menos toxico. La segunda fase implica la conjugacion del
herbicida o sus metabolitos con un azlcar, aminoacido o glutation, incrementando su
solubilidad en agua y reduciendo la toxicidad del compuesto. Generalmente, los
metabolitos formados en la fase Il tienen poca o nula fitotoxicidad y pueden ser
almacenados en orgéanulos celulares. La fase Ill implica la transformacion de los
metabolitos de la fase anterior a conjugados secundarios con nula fitotoxicidad
(HATZIOS, 1991). Esta divisién no constituye una regla general dado que alguna de las
fases puede no estar presente en los procesos de detoxificacion; o la molécula herbicida
puede ser un pro-herbicida inactivo que debe ser enzimaticamente convertido en un
compuesto activo; o0 a veces ciertos procesos de conjugacion son de caracter reversible,
por lo que s6lo afectan de manera parcial a la cantidad de herbicida libre intracelular.



Tabla 2. Resumen de las tres fases del metabolismo de plaguicidas (Adaptado de
SHIMABUKURO, 1985; DE PRADO et al., 2004)

Caracteristicas  Propiedades Fase | Fase 11 Fase 111
iniciales
Reacciones Compuesto inicial Oxidacion, Conjugacion Conjugacion
hidrdlisis, secundaria o
reduccion incorporacién a
biopolimeros
Solubilidad Lipofilico Anfofilico Hidrofilico Hidrofilico o
insoluble
Fototoxicidad Téxico Modificado o Muy reducidao No téxico

menos toxico no toxico

Movilidad Selectiva Modificada o Limitada o Inmévil
reducida inmovil

Fase | o conversion. Si bien algunos herbicidas pueden ser conjugados directamente,
muchos otros no poseen sustituyentes disponibles en sus moléculas (grupos amino,
hidroxilo, sulfihidrilo, etc.) que pueden reaccionar para formar conjugados con
constituyentes celulares. Dichos herbicidas deberan ser convertidos en metabolitos
mediante algunas de las siguientes reacciones:

1. Hidrdlisis: Estas reacciones estan catalizadas por enzimas hidroliticas
(esterasas, fosfatasas o amidasas, dependiendo del sustrato). En las transformaciones
hidroliticas se rompen los enlaces de un sustrato por adicion a cada producto de H u OH
proveniente del H,O. Hay muchas enzimas hidroliticas capaces de metabolizar una gran
variedad de sustratos particularmente aquellos que contienen grupos funcionales amida,
carbamatos o ester. Estas enzimas pueden estar compartimentalizadas o ser
extracelulares y las reacciones pueden ocurrir tanto en condiciones aerobias como
anaerobias. La hidrolisis de enlaces éster de herbicidas han sido ampliamente estudiadas
y revisadas en plantas y microorganismos (INCLEDON y HALL, 1997; HOAGLAND
y ZABLOTOWICZ, 2001). La hidrolisis del enlace éster es llevada a cabo por esterasas
y en menor medida por lipasas y proteasas. Con respecto a la hidrolisis de enlaces
amida el propanil es el herbicida méas estudiado. La base de la selectividad del arroz
(Oryza sativa L.) es debida a los altos niveles que posee de la enzima aril acilamidasa,
las cuales rompen el enlace amida formando &cido propidénico y 3,4-dicloroanilina
(FREARY STILL, 1968).

2. Reducciones: La metabolizacion reductora de herbicidas es un proceso que
raramente se da en plantas, pudiéndose destacar unicamente la desaminacion reductora
de las s-triazinonas (metamitrona y metribuzina), en cultivos tolerantes y malas hierbas
resistentes (FEDTKE, 1983).

3. Oxidaciones, oxigenaciones e hidroxilaciones: Todas ellas se pueden incluir
dentro del grupo denominado transformaciones oxidativas. La oxigenacion es el primer
paso mas frecuente en la biotransformacion de herbicidas siendo las hidroxilaciones las
mas observadas en plantas. La detoxificacion por hidroxilacion y la posterior formacion



de un conjugado glicdsido son especialmente importantes como mecanismo de
selectividad y resistencia a herbicidas en monocotiledoneas. Muchas de estas reacciones
estdn mediadas por enzimas oxidativas por ejemplo. citocromo Pssp, que son las
enzimas mas importantes en la primera fase del metabolismo de un herbicida
(BARRETT, 2000) (Figura 4). La regulacién y expresién de P4so no se conocen bien en
plantas, principalmente porque en las células que no estan expuestas a ningun tipo de
estrés fisicoquimico, fisiolégico o xenobidtico las cantidades que se encuentran de esta
enzima son muy pequefias. Los agroquimicos pueden influir en los sistemas citocromo
Psso actuando como efectores, modificando o regulando asi el metabolismo de los
herbicidas en una planta.
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Figura 4. Ruta metabdlica de detoxificacion de isoproturon en Lolium rigidum.

Ademas de las enzimas citocromo Pyso las plantas producen otras enzimas oxidativas
(peroxidasas, polifenoloxidasas, lacasas y tirosinasas) las cuales catalizan Ila
polimerizacion de varias anilinas y fenoles (DEC y BOLLAG, 2001). Por ejemplo, las
peroxidasas que median el metabolismo de herbicidas que funcionan de manera similar
a las Psso incluye descarboxilaciones, oxidaciones sulfaricas, N-desmetilaciones,
hidroxilaciones del anillo y oxidaciones aromaticas del grupo metilo (LAMOUREUX y
FREAR, 1979). En plantas, a menudo las enzimas peroxidasas funcionan en la tercera
fase del metabolismo por ejemplo. formacion de residuos ligados. Amorocia
lapathifolia Gilib. contiene en las raices gran cantidad de peroxidasas.

Fase Il 6 conjugacién. Los conjugados suelen ser los metabolitos finales en los procesos
de detoxificacion de herbicidas. La naturaleza de estos conjugados suele ser muy
diversa, con azucares, aminoacidos, péptidos y lignina como grupos organicos y enlaces
de tipo éster, éter, tioéter, amida o glicosidico.

1. Conjugacion con glutation: Constituye un mecanismo de detoxificacion de
gran importancia en muchos tejidos vegetales. Se trata de una sustitucion nucleofilica en
el que el anidn glutation GS™ sirve de nucledfilo, actuando los grupos cloro, p-nitrofenol
o alquil-sulféxido como posibles grupos a sustituir en la molécula herbicida
(LAMOUREUX y FREAR, 1987).
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La conjugacién con glutation estd catalizada por una familia de enzimas glutation-S-
transferasas mas o menos especificas que se encuentran de manera constitutiva o
inducible en muchos tejidos vegetales (DEVINE et al., 1993) (Figura 5).

CH,
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= I

) o—CHGcooH L |
a’ ) = T
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v -
"”. 5 f-i?‘“_J. . [ “v' ?_ S0 - » CDHB-8-GlyCys
Mo g R P v
cl Cci
6-cloro-2 3-dihidrobenzoxazol-2-ona CDHB-GSH

(CDHBE)

Figura 5. Ruta metabdlica de detoxificacion de fenoxaprop-etilo en Lolium rigidum.

2. Conjugacion con aminoacidos: De forma general, la hidrdélisis del glutation
en este tipo de conjugados suele producir un conjugado de cisteina, el cual puede ser
posteriormente malonizado. Sin embargo, en el caso del herbicida clorfemprop solo el
conjugado de cisteina y no el de glutation ha sido descrito en trigo (PONT Y COLLET,
1980), siendo posible que la cisteina pueda actuar como nucledfilo en una reaccion de
conjugacion similar a la descrita en el glutation.

3. Conjugacion con azucares: Los conjugados glicosidos méas frecuentemente
encontrados en plantas son los R-D-glucopirandsidos, junto con los N-glicésidos, O-
glicosidos y ésteres de glucosa (Fig. 6). Este tipo de reacciones estd catalizada por
glucosil-transferasas que utilizan UDP-glucosa como donante de glucosa (MANSAGER
et al., 1983). De todas estas reacciones, la formacion de O-glucdsidos es la mas coman,
la cual sigue normalmente a la introduccion de grupos hidroxilo en la molécula
herbicida por monooxigenacion.
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Figura 6. Ruta metabdlica de detoxificacion de pendimetalina en Lolium rigidum
resistente a dinitroanilinas.

Fase Il o deposicion. La ruta metabdlica seguida por un herbicida afecta de gran
manera el uso final de los metabolitos terminales y conjugados. Los conjugados
glicosidos son depositados en la vacuola donde quedan almacenados, mientras que los
conjugados de origen aminoacidico son excretados a la pared celular donde se integran
en el componente de lignina de éstas, formando un residuo insoluble (PILLMOOR et
al., 1984) (Figura 7). Si bien estos procesos de deposicion no son completamente
irreversibles, la reentrada de los aglicones herbicidas o sus productos de conversion en
el pool de herbicida activo intracelular es muy lenta (DEVINE et al., 1993). Como
puede observarse en la figura el herbicida una vez que entra en la planta puede ser
metabolizado (activando o desactivando el herbicida) y posteriormente pasar a la
vacuola como material de deshecho o bien directamente pasar a la vacuola donde queda
secuestrado y lentamente degradado.

La resistencia a herbicidas por detoxificacion es un proceso muy frecuente. Sin
embargo, este mecanismo suele venir asociado a fendmenos de resistencia cruzada, lo
que implica que un mismo individuo tiene la capacidad de metabolizar moléculas muy
diferentes pertenecientes a diversas familias quimicas. Esta moderada resistencia a un
amplio espectro de productos hace extremadamente dificil el control de estos biotipos
de malas hierbas mediante el s6lo uso de métodos quimicos.

Resistencia asociada a procesos de secuestracion o compartimentacion. Los
fendmenos de compartimentacion entendidos como la secuestracion del herbicida o sus
metabolitos en un lugar especifico de la célula, son mecanismos de
resistencia/tolerancia poco conocidos debido a que las evidencias que los apoyan son en
muchos casos circunstanciales (COUPLAND, 1991; OWEN, 1991). Los escasos casos
en la bibliografia relacionan este tipo de mecanismos de resistencia con herbicidas de
accion hormonal e inhibidores del fotosistema I, justificando la resistencia tanto en
lineas de cultivos celulares como en plantas enteras como un incremento en la
capacidad de secuestrar el herbicida o los metabolitos potencialmente fitotoxicos dentro
de la vacuola celular (Figura 7). Sin embargo, los procesos subyacentes a estos
mecanismos de secuestracion son todavia desconocidos.
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Figura 7. Rutas metabdlicas de detoxificacion de herbicidas en malezas (Adaptado de
DE PRADO y FRANCO, 2004). A: reacciones no sintéticas (oxidacion, reduccion,
hidrolisis); B: reacciones sintéticas (naturaliza quimica del herbicida se modifica); C:
secuestracion del herbicida. Cyt Psso: Citocromo Puso; GT: glicosil transferasas; GST:
glutation-S-transferasas; [ : Molécula herbicida.

Reduccién de la concentracion de herbicida en el sitio de accion. Una condicion
necesaria para lograr la efectividad de un herbicida es que éste alcance su sitio de accion
en una concentracién suficiente como para que su efecto sea letal. La falta de
movimiento de un herbicida posibilitara reducir la concentracion de éste en el sitio de
accion, lo que permitira al altimo mantenerse funcional. Estas bajas concentraciones
pueden lograrse ya sea mediante una reduccién en la penetracion, absorcion o
translocacion o por la existencia de fendmenos de secuestracion en organulos celulares
mas o menos translocables. La falta de absorcidn/penetracion/translocacion de
herbicidas es basicamente un mecanismo de tolerancia existente en numerosos cultivos
y algunas malas hierbas (HESS, 1985; DE PRADO et al., 2001; MICHITTE et al.,
2004; RUIZ-SANTAELLA et al., 2006; CRUZ-HIPOLITO et al., 2009b) (Tabla 2 y
Figura 8). Aun cuando pueden estudiarse por separado, estos mecanismos resultan
dificiles de diferenciar entre si, dado que una absorcién diferencial suele implicar una
translocacion diferencial, y una translocacion diferencial puede derivar de la diferente
degradacién del herbicida en el sitio de absorcion, la cual resulta en metabolitos méas o
menos translocables.
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Figura 8. Penetracion y translocacion de “C-glifosato en plantas sensibles (izquierda) y
tolerantes (derecha) a glifosato (CRUZ-HIPOLITO et al., 2009b). Las zonas coloreadas
en rojo indican el movimiento de **C-glifosato.

Reparacion de efectos fitotoxicos. Algunos herbicidas ariloxifenoxipropanoatos
(inhibidores de la enzima acetil coenzima A carboxilasa), como diclofop-metil y
haloxifop, despolarizan el potencial de la membrana plasmatica en células
parenquimaticas de Avena sativa, Triticum aestivium, Lolium rigidum, etc. La capacidad
despolarizadora del diclofop-metil se atribuye al flujo especifico de protones que este
compuesto produce hacia el interior de la célula (SHIMABUKURO y HOFFER, 1997)
(Figura 9). Recientemente han sido identificados biotipos de malas hierbas cuyo
mecanismo de resistencia al diclofop-metil parece ser debido a la capacidad de recobrar
el potencial de membrana una vez que se ha retirado el herbicida causante de la
despolarizacion (DE PRADO et al., 1999).
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Figura 9. Representacion grafica de los multiples efectos ocurridos en gramineas
tratadas con diclofop-metil (Adaptado de SHIMABUKURO y HOFFER, 1997).
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