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Glifosatoarekiko erresistentzia duten Amaranthus palmeri populazioen
fisiologia: glifosatoaren garraioa, metabolizazioa eta oxidazio-estresa

Eneko Trebol Aizpurua, Mikel V. Eceiza, Ana Zabalza, Mercedes Royuela, Miriam Gil-Monreal
Nafarroako Unibertsitate Publikoa, Zientziak Saila, IMAB (Institute for
Multidisciplinary Research in Applied Biology)
trebol. 132420@e.unavarra.es

Laburpena

Glifosatoarekiko erresistenteak diren Amaranthus S. Watson palmeri belar txar inbaditzaile
populazioak ezagutzen dira. Bi esperimentu prestatu dira, bata hidroponikoan eta bestea hosto-disken
inkubazioa oinarritutakoa. Lehenengoan, erreferentziazko populazio sentikorretan (NCS) eta
glifosatoarekiko erresistenteak diren populazioetan (NCR), glifosatoaren mugimendua eta metabolizazioa
baloratu da, glifosatoaren eta honen degradazio-metabolitoaren (AMPA) edukia neurtuz eta degradazioan
parte hartzen duen AKR entzimaren jarduera aztertuta. Bigarren esperimentuan, NCS eta Aragoiko bi
populaziotan (PS, potentzial sentikorra, eta PR, potentzial erresistentea) glifosatoak oxidazio-egoeran
duen eragina aztertu da, oxigeno-espezie erreaktiboen edukia, lipidoen peroxidazioa eta proteinen
karbonilazioa baloratuz.

Hitz gakoak: Amaranthus palmeri, AMPA, herbiziden degradazioa, glifosato, oxidazio-estresa.
Abstract

Amaranthus S. Watson palmeri, resistant to glyphosate, is known to have invading weed
populations. Two experiments have been prepared, one on hydroponics and the other on the incubation of
leaf discs. In the first, in reference sensitive populations (NCS) and glyphosate-resistant populations
(NCR), the movement and metabolization of glyphosate has been assessed, measuring the content of
glyphosate and its degradation metabolite (AMPA) and analysing the activity of the AKR enzyme involved
in degradation. In the second experiment, the effect of glyphosate on the oxidation state of two populations
of NCS and Aragon (PS, sensitive potential, and PR, resistant potential) has been studied, assessing the
contents of reactive oxygen species, lipids peroxidation, and protein carbonization.

Keywords: Amaranthus palmeri, AMPA, glyphosate, herbicide metabolism, oxidative stress.

1. Sarrera eta motibazioa

Belar txarrak, gizakiaren funtzio, helburu eta lana oztopatzen duten landareak dira eta orokorrean
nekazaritzan-arloan inpaktu gehien duten landareak dira. Haien kontrolerako hainbat metodo eta maneiu
existitzen dira, nagusiena eta erabiliena kontrol kimikoa, herbiziden erabilera, da. Herbizidek landarearen
funtzionaltasunean arazoak eragiten dituzte, organismoaren hazkuntza mugatuz edo ekidinez (Cobb &
Reade, 2010). Herbizid-talde bakoitzak prozesu biokimiko jakin batean eragiten du, ekintza-mekanismoa
deritzona, eta bertatik landarearen heriotzaraino gauzatutako erantzun fisiologiko guztiak herbizidaren
ekintza-modua osatzen dute.

Glifosatoa, munduko herbizidarik erabiliena (Duke & Powels, 2008),
5-enolpirubilsikimato-3-fosfato sintasaren (EPSPS) inhibitzailea da, aminoazido aromatikoak ekoizteko
bide metabolikoaren funtsezko entzima. Herbizidak entzima horren substratuarekin, sikimatoarekin
lehiatzen du, eta EPSPSa inhibitzean sikimatoaren pilaketa gertatzen da (Steinriicken & Amrhein, 1980).
Ondorioz, ibilbideko aminoazido aromatikoen ekoizpena inhibitzen da. Orokorrean, landareek glifosatoa
degradatzeko gaitasun murriztua dute, eta aminometilfosfoniko azidoa (AMPA), glifosatoaren
degradazio-metabolitoa, sortzen dute, baita beste hainbat metabolito batzuk ere (Jugulam & Shyam, 2019).
Prozesu honetan hainbat entzima metabolizatzailek parte hartzen dute, horietatik aipagarriena Aldo-keto
erreduktasa (AKR) entzima delarik, Zhou et al. (2022) lanean Lolium landareetan ikertu zuten bezala.

Landare-espezie ezberdinetan herbizideekiko erresistenteak diren populazioak topatu dira eta

hauen kontrola nekazaritza modernoaren erronka handienetako bat da. Erresistentzia, landare batek
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herbizida bidezko tratamendu baten ondoren bizirauteko eta ugaltzeko duen gaitasuna da, zeina baldintza
normaletan kontrolatua izango bailitzateke. Erresistentzia hori mota ezberdinekoa izan daiteke: dianarekin
erlazionatutakoa (7arget site, TS), edota dianarekin erlazionatu gabekoa (Non-Target site, NTS).
Glifosatoaren erabilera masiboak eta ondoriozko hautespen-presioak herbizida horrekiko erresistenteak
diren belar txarren populazioak garatzea eragin du (Heap & Duke, 2018; Székacs & Darvas, 2012).
Guztira, glifosatoarekiko erresistenteak diren 60 espezieen populazioak deskribatu dira, 28
monokotiledoneo eta 32 dikotiledoneo (Heap, 2025).

Amaranthus palmeri, lan honetan aztergai dugun landarea, C4 motako fotosintesia duen landare
dioikoa da eta hazkuntza azkarrekoa eta ugalkortasun altukoa da (Vélez-Gavilan, 2019). Aldakortasun
genetiko handiko landarea da, eta horrek, glifosatoarekiko eta beste herbizidekiko erresistenteak diren
populazioen garapena bultzatzen du. Glifosatoaren kasuan, bi erresistentzia-mekanismo ezberdineko
populazioak identifikatu dira: TS eta NTS erresistentziadunak (Heap & Duke, 2018; Jugulam & Shyam,
2019).

Oxidazio-estresari dagokionez, estres biotiko edota abiotiko gehienekin lotutako fenomeno kimiko
eta fisiologikoa da, eta landareetan gertatzen da oxigeno-espezie erreaktibo (ROS) ezberdinen
gainekoizpenagatik eta pilaketagatik (Demidchik, 2015). Oxigeno-espezie erreaktibo ezagunenak
superoxidoa (0O,*) eta hidrogeno peroxidoa (H,0,) dira, lehenengoak azkenekoa ematen duelarik
superoxido dismutasa (SOD) bitartez (Traxler et al., 2023). Bestalde, lipidoen peroxidazioa eta proteinen
karbonilazioa oxidazio-estresaren ondorioak direnez, honen markatzaileak dira (Ciacka et al., 2020).

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak
Lan honen helburu orokorra Amaranthus palmeri espeziaren populazio sentikor eta

erresistente desberdinek glifosatoaren aurrean duten erantzun fisiologikoa aztertzean datza.
Helburu orokorra, bi helburu zehatzetan banatu da, eta hauek lortzeko, bi diseinu esperimental
erabili ziren:

e Glifosatoaren garraioa eta metabolizazioa aztertzea. Aireztatutako ur-ontzietan (kultibo
hidroponikoan) erreferentziazko populazio sentikorrak (NCS) eta glifosatoarekiko erresistenteak
diren erreferentziazko populazioak (NCR) hazi ziren. Glifosatoa hostoei aplikatu zitzaien eta bi
populazioen organo ezberdinetan glifosato eta AMPA kantitatea, eta AKR entzimaren jarduera
neurtu ziren.

e Glifosatoak landarearen oxidazio-egoeran zer eragin duen aztertzea. A. palmeri populazio
potentzial sentikor (PS populazioa), potentzial erresistente (PR populazioa) eta erreferentziazko
populazio sentikorraren (NCS) landareen hosto diskei, azido sikimikoa eta glifosato kontzentrazio
gorakorrak aplikatu zitzaizkien. Populazioek tratamenduen aurrean oxidazio-estresarekiko duten
erantzuna aztertu zen, ROS kantitatea, lipidoen peroxidazioa eta proteinen karbonilazioa neurtuz.

3. Ikerketaren muina
3.1. Material eta metodoak
3.1.1. Landare materiala
Hainbat 4. palmeri populazio ezberdinekin lan egin da. Lehenik, Ipar Karolinan jatorria duten

populazio sentikorra, North Carolina Sensitive (NCS), eta populazio erresistentea, North Carolina
Resistant (NCR), Gaines Doktoreak (Colorado State University, Fort Collins, CO, Estatu Batuak)
eskainiak. Bestalde, Aragoi erkidegoan topatutako bi A. palmeri populazio ezberdinak erabili dira:
potentzialki sentikorra den PS populazioa (Bafios de Ebro), eta potentzialki erresistentea den PR
populazioa (Altorricon), Mari doktoreak (CITA, Aragoi, Espainia) eskainiak.

3.1.2. A. palmeri kultibo hidroponikoan
Landareak Eceiza et al. (2022) lanetako metodoari jarraituta hazi ziren. Ameriketako 4. palmeri

populazioak aztertu ziren, NCS eta NCR, sentikorra eta erresistentea, hurrenez hurren. Landareak 2,52
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kg/ha glifosato-dosi gomendagarriarekin tratatu ziren, Fortin Green® herbizida komertziala erabili zen eta
ihinztatuz aplikatu zen. 0. Egunean, herbizida aplikazioa eman aurretik, soluzio nutriboa, hosto zaharrak
(momentu horretan bazeudenak) eta sustraiak lagindu ziren. Jarraian, glifosato aplikatu zen, eta 3,4, 5 eta
7 egunetan, soluzio nutritiboa eta landareen hosto berriak (tratamendua aplikatu ondoren ateratakoak),
hosto zaharrak (tratamendua aplikatu zenean bazeudenak) eta sustraiak lagindu ziren. Glifosato eta AMPA
edukierak elektroforesi kapilarraren bidez neurtu ziren. Horrez gain, hosto-laginetan AKR entzimaren
jarduera neurtu zen. Horretarako, laginetako proteina erauzketa egin, gatzgabetu eta NADPH-aren
oxidazioa 340 nm-tan neurtu zen.

3.1.3. Hosto-disken esperimentua
Esperimentu honetan hiru populazio ezberdinekin lan egin zen: NCS, eta Aragoiko B eta R

populazioak. Landareak kultibo hidroponikoan hazi ziren 3.1.2. puntuan adierazitakoa jarraituz eta
populazio bakoitzetik 1 zm diametroko hosto-diskak (3-4 diska/tratamendu) atera ziren. Diskak
mikroplaka batean ondoko tratamentuekin 24 orduz inkubatu ziren: tratatu gabekoa, sikimatoa (3,5
mg/mL), glifosato 1x (2,4 mg/mL) eta glifosatoa 2x (4,8 mg/mL). Superoxido eta hidrogeno peroxido
kantitatea neurtu zen Matzrafi et al. (2017) eta Terron-Camero et al. (2018) lanetako metodoetan
oinarrituz. Lipidoen peroxidazioa neurtzeko, MDA kantitatea neurtu zen Iturbe-Ormaetxea et al. (1998)
laneko prozesua jarraikirik. Proteinen karbonilazioa Tola & Missihoun (2023) lanaren arabera neurtu zen.

3.1.4. Analisi estatistikoa
Bariantzen analisia egiteko bide bateko ANOVA egin zen eta batazbestekoen alderaketa egiteko

Tukey HSD eta T3 Dunnett frogak erabili ziren, bariantzen homogeneotasun eta ez homogeneotasunaren
arabera, hurrenez hurren.

3.2. Emaitzak eta eztabaida
Esperimentu hidroponikoan, NCS populazio sentikorrean, glifosatoaren kontzentrazioa eta edukia

areagotu zen 3. egunera arte hosto zahar eta sustraietan eta 4. egunera arte hosto berrietan, eta horren
ostean maila murriztu zen (1. Irudia), landare sentikorrak glifosatoaren eraginez oso kaltetuta zeudelako.
AMPA metabolitoak antzeko joera izan zuen, baina honen kasuan sustraietan gehiago topatu zen, eta
honekin lotuta soluzio nutritiboan AMPA eduki altuak lortu ziren (1. Taula). Reddy et al. (2004) eta
Gomes et al. (2014) lanetan adierazita dagoen bezala, metabolito hau, glifosatoaren antzera, landarearen
organismoan zehar garraiatu daiteke. Sustraietan topatutako AMPA kontzentrazio eta eduki altuak
metabolitoaren garraioaren ondorio izan liteke, glifosatoa metabolito ezberdinetan degradatu daitekeelako
(Reddy et al., 2008). NCR populazio erresistentean, glifosato baloreak 7. egunera arte areagotu ziren,
bainan, orokorrean, NCS populazioa baino baxuagoak izan ziren (2. Irudia). Nandula et al. (2012),
Dominguez-Valenzuela ef al. (2017) eta Kubis et al.-ek (2023) deskribatu zutenaren antzera, AMPA eduki
altuagoak aurkitu ziren populazio erresistentean, sentikorran baino (2. Irudia). Glifosatoaren
metabolizazioa aztertzeko, AKR entzimaren jarduera aztertu zen. Populazio sentikorrean, glifosatoa
aplikatu ostean, AKR aktibitatea areagotu zen, aldiz, NCR populazioan AKR aktibitate-maila konstante
mantendu zen. (3. Irudia). Gainera, bi populazioen kontrolak alderatzean ezberdintasunak ikusi ziren (3.
Irudia), NCR-n aktibitate altuagoa izanik, eta glifosatoa degradatzeko gaitasun nabarmenagoarekin
erlazionatu zen.
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1.Taula. Glifosato eta AMPA kontzentrazio (nmol/mL) eta edukia (nmol) populazio sentikorreko (NCS)
soluzio nutritiboan. Batazbeste + EE (n=3-6). ANOVA, HSD Tukey edo T3 Dunnet; p < 0,05.

Denbora (eguna) 0 3 4 5
[Glif.] 0,00 + 0,00 0,13 + 0,08 0,12 0,07 0,07 + 0,07
Glif. edukia 0,00+0,00 522,75+ 335,1 462,60 + 231,51 276,13 £276,13
[AMPA] 0,00+0,00 0,76+0,25 0,99+0,5 0,29+0,29
AMPA edukia 0,00£0,00 2.121,94+1.231,22 3.765,30+1.896,45 1.125,8+1.125,8
A -e-Sustraiak Hosto Berriak -e-Hosto Zaharrak B -e-Sustraiak Hosto Berriak -e-Hosto Zaharrak
" Ncs [Glif.] * I Ncs [AMPA]
600 b
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500 /\\
a T35 N\ I
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= 200 % 15 av .
100 / a'
5 /
0
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c -e-Sustraiak Hosto Berriak -e-Hosto Zaharrak D -e-Sustraiak Hosto Berriak -e-Hosto Zaharrak
* NCS Glif. edukia ’ NCS AMPA edukia
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= 30 § s / \\ b
© 20 /f] ‘ % < , /// a abh_— |
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Denbora (egun) Denbora (egun)

1. Irudia. Amaranthus palmeri-ren populazio sentikorreko (NCS) sustrai, hosto berri eta zaharretan denboran
zehar neurtu den glifosato-kontzentrazioa nmol/g pisu fresko (PF) (A, goian ezkerrean), glifosato edukia
organo osoan (B, goian eskuinean), AMPA kontzentrazioa nmol/g pisu fresko (PF) (C, behean ezkerrean), eta
AMPA edukia organo osoan (D, behean eskuinean). Batazbeste + EE (n=3-6). Letra desberdinek parametro
bakoitzeko denbora-momentuen artean desberdintasun estatistiko esanguratsuak adierazten dituzte
(ANOVA, HSD Tukey edo T3 Dunnet; p < 0,05).

2.Taula. Glifosato eta AMPA kontzentrazioa (nmol/mL) eta edukia (nmol) populazio erresistenteko (NCR)
soluzio nutritiboan. Batazbeste + EE (n=3-6). ANOVA, HSD Tukey edo T3 Dunnet; p < 0,05.

Denbora (eguna) 0 3 5 7
[Glif.] 0,00+ 0,00 0,00 0,00 0,00+0,00 0,00 £ 0,00
Glif. edukia 0,00 £ 0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00
[AMPA] 0,00£0,00 0,58+0,22 0,73£0,03 0,66+0,34
AMPA edukia 0,00£0,00 2.207,92+ 865,69 2.669,97 £ 186,54 2.330,83 +£ 1.213,77
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2. Irudia. Amaranthus palmeri-ren populazio erresistenteko (NCR) sustrai, hosto berri eta zaharretan
denboran zehar neurtu den glifosato-kontzentrazioa nmol/g pisu fresko (PF) (A, goian ezkerrean), glifosato
edukia organo osoan (B, goian eskuinean), AMPA Kkontzentrazioa nmol/g pisu fresko (PF) (C, behean
ezkerrean), eta AMPA edukia organo osoan (D, behean eskuinean). Batazbeste + EE (n=3-6). Letra
desberdinek parametro bakoitzeko denbora-momentuen artean desberdintasun estatistiko esanguratsuak
adierazten dituzte (ANOVA, HSD Tukey edo T3 Dunnet; p < 0,05).

30NCS populazioa a a a a AKR 30 NCR populazioa a a a a AKR

25 25

N
=]
N
o

AKR (nmol min't mg?)
o
7

AkR (nmol mint mg?)
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%%%%

ot=0 2t=3 Ot=4 Bt=5 ot=0 @t=3 Ot=5 at=7

wn
wn

3. Irudia. Amaranthus palmeri-ren bi populazioetako (NCS, sentikorra, urdinez koloreztatuta; NCR,
erresistentea, laranjez koloreztatuta) aldo-keto erreduktasaren (AKR) jarduera. Batazbeste =+ EE (n=3-4).
Letra desberdinek parametro bakoitzeko denbora-momentuen artean desberdintasun estatistiko
esanguratsuak adierazten dituzte, eta * bidez bi populazioen arteko kontrolen (t=0 eguna) artean
ezberdintasun esanguratsuak iradokitzen da (ANOVA, HSD Tukey, T3 Dunnett; p < 0,05).

Hosto-disketako oxidazio-estresa aztertzean, NCS populazioan superoxido eta hidrogeno peroxido
edukietan glifosato tratamenduetan gorakada nabaritu zen (4. Irudia), fisiologia sentikor batean bezala. PS
populazioan, superoxido-maila areagotu zen (4. Irudia), sentikortasun joera erakutsirik. Glifosatoaren
ondorioz superoxidoaren igoera eman zen (Meloni & Bolzén, 2021; Eceiza et al., 2022), eta NCS

populazio sentikorrean erradikal honen maila altuenak lortu ziren, Eceiza et al. (2022) lanean ageri den
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bezala. Izan ere, hidrogeno peroxidoan ez ziren ezberdintasunik ikusi (4. Irudia). PR populazioari
dagokionez, superoxido eta hidrogeno peroxido edukietan ez ziren ezberdintasunak antzeman (4. Irudia),
bere izaera erresistentea erakutsiz. Bestalde, sikimato tratamenduak oxigeno-espezie erreaktiboen
ekoizpenean zertxobait eragin zuela ikusi zen (4. Irudia). Lipidoen peroxidazioan (MDA), populazio
sentikor batean, glifosatoaren ondorioz MDA edukia areagotzeko joera izan ohi da, eta NCS disketan
joera hori antzeman zen (4. Irudia), Eceiza er al. (2022) lanean ikusi zen bezala. PR populazio
erresistentean, glifosatoak ez zuen MDA edukian eraginik izan (4. Irudia), beste populazio erresistente
batean ikusi zen bezala (Eceiza et al., 2022). Azkenik, proteinen karbonilazioa aztertu zen. NCS
populazioan, proteinen karbonilazioan gorakada bat nabaritu zen, baina emaitza adierazgarrienak PS
populazioan jaso ziren, sikimato eta glifosato tratamenduek eragin berdina izan baitzuten (4. Irudia). R
populazioan, aldiz, ez ziren tratamendu artean emaitza adierazgarriak ikusi (4. Irudia). Eceiza et al. (2022)
lanaren arabera, populazio erresistentean, glifosatoak eragin oxidazio-estresak ez zuen kalte oxidatzailerik
egin, lan honetan lortu ziren emaitzen antzera.

P e Glifosato Glifosato P . Glifosato Glifosato Glifosato Glifosato
Kontrol A4 Sikimatoa % O
[ Kontrol EA siki |:|2,4 me/mL = a8 mgmL [] Kontrol P Sikimatoa [] 2.4 mg/mlL O 4,8 mg/mL [] Kontrol PASikimatoa |:|2,‘1 mg/mL = 4.8 mg/ml
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4. Irudia. NCS (erreferentziazko sentikorra), PS (potentzial sentikorra) eta PR (potentzial erresistentean)
populazioetako hosto-disketan neurtu diren superoxido (O,*"), hidrogeno peroxido (H,0,), MDA edukiak, eta

proteinen karbonilazioa. Letra desberdinek tratamenduen arteako desberdintasun esanguratsuak adierazten
dituzte. Batazbeste + EE (n=3-4). ANOVA, HSD Tukey, T3 Dunnett; p < 0,05.
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4. Ondorioak
Kultibo hidroponikoan, populazioen artean alderdi bisual ezberdintasun nabarmena antzeman zen,

NCS populazioa (sentikorra) kaltetua ikusi baizen, NCR ordea ez.

NCR populazioak glifosato-maila lausoagoak eta AMPA eduki altuagoak izateak populazioaren
fisiologia erresistentearekin lotu zen. NCS eta NCR populazioetan, sustraietan eta soluzio nutritiboan
AMPA eduki altuak topatu izana herbizidaren aurrean defendatzeko joera bezala interpretatu zen. AKR
entzimaren jarduera ikertzean, landare sentikorretan aktibitatea areagotu zen glifosatoaren eraginez, baina
NCR landareetan, jatorriz, kontrol landareetan, AKR aktibitatea altuagoa zen, populazio honek glifosatoa
degradatzeko gaitasuna adieraziz.

Hosto-disken esperimentuan, PS populazioan glifosatoaren efektua NCS populazio sentikorran
izandako efektuaren antzekoa izan zen, superoxido ekoizpena eta proteinen karbonilazio altua eraginik.
Honek, PS populazioaren fisiologia sentikorra adierazi zuen. PR populazioan, superoxido, hidrogeno
peroxido eta MDA edukian eta proteina karbonilazioan ez ziren ezberdintasunik topatu tratamenduen
artean, populazioaren erresistentzia erakutsiz. Bere fisiologia erresistentean sakontzeko, etorkizunean
superoxido dismutasa (SOD) aztertzea interesgarria izan liteke, superoxido erradikalaren degradazioan
parte hartzen duelako. Oxidazio estresa ikertzean, sikimatoak glifosatoaren zenbait efektu fisiologiko
antzeko eragin zituen, glifosatoaren eragin parekoa izan zuen. Beraz, PS populazioak glifosato zein
sikimatoaren aurrean sentikortasuna adierazi zuen, eta PR populazioaren erresistentzia egiaztatu zen.

5. Etorkizunerako norabidea
Ikerketa-esparru honetan, belar txarren fisiologia eta erresistentzia-mekanismoak ezagutzea

funtsezkoa da, nekazaritza munduan haien kudeaketa ulertzeko eta laboreen maneiua optimizatzeko.
Glifosatoak eta gainerako herbizidek belar txarren hazkuntza nola oztopatzen duten ezagutzea,
ekintza-mekanismo berriak dituzten herbizidak garatzeko lagungarri izango da. Hauen erabilerak
hautespen-presioa murrizten lagunduko du eta, ondorioz, erresistentzien garapena motelduko da. Hala ere,
herbizidak oso erabilgarriak badira ere, bere erabilera masiboa ez da jasangarria eta kontrol integral batera
joatea ezinbestekoa da.
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