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RESUMEN

CARACTERIZACION DEL MECANISMO DE RESISTENCIA A INHIBIDORES ALS Y
GLIFOSATO EN UNA SUBPOBLACION DE Amaranthus palmeri IDENTIFICADA A
CAMPO

La aparicién de poblaciones de malezas con resistencia a herbicidas inhibidores de
la acetolactato sintasa (ALS) y glifosato trajo como consecuencia la reduccion en la utilidad
practica y econdémica de estas herramientas quimicas e importantes pérdidas en la
produccion. Amaranthus palmeri S. Watson es una especie muy competitiva que, en los
ultimos afos, se ha convertido en un grave problema en los cultivos de soja de la zona
nucleo de nuestro pais. A. palmeri se caracteriza por tener alta tasa de crecimiento, elevada
tolerancia a los ambientes adversos, gran variabilidad genética y facilidad para desarrollar
resistencia a herbicidas. Esta maleza se detectd por primera vez en Argentina durante la
campafa 2011-2012 en el sur-oeste de la provincia de Cordoba.

En A. palmeri, la mayoria de los casos de resistencia a inhibidores de la ALS son
debido a cambios en la secuencia de bases del gen de la ALS, mientras que la resistencia a
glifosato se debe principalmente a la amplificacién del gen 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS). Fundamentalmente en el caso de los inhibidores de la ALS, una misma
mutacién en el gen blanco puede causar resistencia a mas de un principio activo (resistencia
cruzada). Si éste es el caso, el espectro de herramientas quimicas factibles para el control
de la poblacion en cuestidn se acota notablemente. Asimismo, si se identifica una mutacion
puntual que genera resistencia sélo a una determinada familia quimica, se puede plantear el
uso de alguna de las otras familias de herbicidas, aumentando las posibilidades de éxito en

el manejo de dicha maleza.

Asi, la dilucidacion de las bases moleculares que explican el fenotipo de resistencia
de diferentes subpoblaciones de malezas halladas a campo es de gran utilidad para el
disefio racional de estrategias de control. Ademas, la obtencion de informacién genética
novedosa que pueda ser transferida a especies de interés agrondmico constituye una
potencial herramienta biotecnolédgica para abordar una de las principales problematicas de la
agricultura actual. El objetivo de esta tesis doctoral consistio en identificar las bases
moleculares responsables del fenotipo de resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS y
glifosato observado en plantas de A. palmeri halladas a campo, con énfasis en el hallazgo y
la caracterizacion de nuevas mutaciones en el sitio de accion de los herbicidas inhibidores
de la ALS.

Vi



Mediante estudios de dosis-respuesta, bioquimicos y moleculares, se confirmé que la
subpoblacién de A. palmeri hallada en lotes con cultivo de soja en la localidad de Totoras
tiene resistencia cruzada a imazetapir, clorimurdn-etil y diclosulam y que la resistencia a
inhibidores de la ALS se debe a un mecanismo asociado al sitio de accion, de mutacion de
punto en la secuencia codificante del gen ALS. Se identificaron dos sustituciones de
amino&cidos (W574L y S653N) en la enzima ALS previamente reportadas en la especie y
cuatro sustituciones (A122S, A282D, D376E y A205V) detectadas por primera vez en A.

palmeri en este trabajo de tesis.

Las distintas versiones de la enzima ALS halladas fueron expresadas de forma
heteréloga en sistemas procariotas y posteriormente purificadas a fin de evaluar su cinética
y respuesta inhibitoria frente a los herbicidas, con énfasis en la sustitucion A122S, que sélo
se habia observado en levaduras hasta el momento. Los resultados obtenidos demuestran
que la sustitucién A122S disminuye la susceptibilidad de la enzima frente a herbicidas de
cuatro familias quimicas diferentes y que la sustitucién A282D no proporciona resistencia a
los herbicidas del grupo B. También se detectd una disminucion en la eficiencia catalitica en
las enzimas con las sustituciones A122S, S653N, A205V, y W574L,; al tiempo que las dos
dltimas fueron las Unicas que produjeron una disminucién de la afinidad de la enzima por el

sustrato.

Por otro lado, se obtuvieron individuos propagados asexualmente con las
sustituciones en la enzima ALS: A122S, A205V o D376E reportadas por primera vez en esta
especie en este trabajo de tesis y se evalué el nivel de resistencia in vivo que proporciona
cada una de ellas. Las tres sustituciones otorgan resistencia cruzada a los herbicidas del
grupo B, siendo la primera vez que se informa que la sustitucién A205V confiere resistencia

a un herbicida de la familia de las triazolopirimidinas.

Por dltimo, mediante ensayos fenotipicos y moleculares se confirmé la resistencia a
glifosato de la subpoblacion A. palmeri de Totoras. La resistencia es causada principalmente
por una mutacion puntual en el gen EPSPS (P106S). Ademas, se detecto la contribucion de
un mecanismo ajeno al sitio blanco, en concordancia con lo reportado para una poblacion
cercana (geograficamente) a la estudiada. Futuros experimentos son necesarios para
caracterizar este mecanismo. Dada la propension de A. palmeri a desarrollar resistencia a
multiples modos de accidén, es importante detectar rdpidamente nuevos casos de
poblaciones resistentes y determinar el mecanismo de resistencia involucrado, con el fin de
disefar estrategias de manejo sostenibles.

Palabras clave: Amaranthus palmeri; resistencia a glifosato; inhibidores de la ALS;
mecanismos de resistencia.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF RESISTANCE MECHANISM TO ALS INHIBITORS AND
GLYPHOSATE IN AN Amaranthus palmeri SUBPOPULATION IDENTIFIED IN A FIELD

The emergence of weed populations with resistance to acetolactate synthase (ALS)-
inhibiting herbicides and glyphosate led to a reduction in practical and economic utility of
these chemical tools and to significant losses in production systems. Amaranthus palmeri S.
Watson is a very competitive species that has become a serious problem in soybean crops in
our country. In most cases, resistance to ALS-inhibiting herbicides is caused by an altered
ALS enzyme in A. palmeri, while EPSPS (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase)
gene amplification is the most common glyphosate resistance mechanism. The goal of this
doctoral thesis was to identify molecular bases responsible for resistance phenotype to ALS
inhibitors and glyphosate observed in A. palmeri plants focusing in characterization of new

mutations.

Cross-resistance to imazetapyr, chlorimuron-ethyl and diclosulam was confirmed in
the A. palmeri subpopulation upon study by in vivo, biochemical and molecular assays. This
resistance is caused by a target-site resistance mechanism. Two amino acid substitutions
reported previously in other species (W574L and S653N) were identified in the ALS enzyme,
and four substitutions (A122S, A282D, D376E and A205V) were detected as a novelty in this

thesis work.

Different versions of the ALS enzyme were heterologously expressed to evaluate
their kinetic and inhibiting parameters, with emphasis in the A122S substitution. Results
showed that this substitution confers cross-resistance to four herbicides families. The A122S,
S653N, A205V and W574L substitutions decrease the catalytic efficiency, and A205V and

W574L mutations also produced a decrease in the substrate affinity.

Asexually propagated individuals were obtained with substitutions in the ALS enzyme:
A122S, A205V or D376E. All three substitutions showed cross-resistance to the four
chemical families tested, and it is the first time that A205V substitution is reported to confer

resistance to diclosulam.

Glyphosate resistance of this subpopulation was confirmed by phenotypic and
molecular tests. Resistance is mainly caused by a point mutation in the EPSPS gene
(P106S). Besides, some not-target-site resistance mechanism was also involved in the

resistance, but future experiments are necessary to characterize it.

Because of the propensity of A. palmeri to evolve multiple resistance, the knowledge

IX



of molecular bases explaining weeds’ resistance phenotypes is crucial for the rational design
of control strategies.

Keywords: Amaranthus palmeri; glyphosate resistance; ALS inhibitors; resistance
mechanisms.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La creciente demanda de alimentos a nivel mundial es un factor de gran importancia
en la transformacién de los sistemas agropecuarios actuales. Estos deben maximizar los
rendimientos, logrando inmejorables condiciones ecofisiolégicas para el desarrollo de los
cultivos. Por lo tanto, cualquier amenaza para los sistemas de produccion afecta
directamente la sostenibilidad global. Una de estas amenazas, si no la principal, es la
infestacién de cultivos por malezas (Powles y Yu, 2010).

Las malezas son poblaciones vegetales que crecen en ambientes perturbados por el
hombre sin haber sido sembradas (Leguizamén, 2008). En los agroecosistemas, son las
plantas que crecen en un cultivo y que no corresponden a la especie o al genotipo cultivado.
Por consiguiente, tanto una planta de maiz como una de yuyo colorado se consideran

malezas en un cultivo de soja.

La presencia de malezas en los agroecosistemas causa considerables pérdidas en el
rendimiento y calidad del cultivo e incrementa los costos de produccién. Esta disminucién en
el rendimiento y la calidad se debe a que las malezas compiten con las plantas cultivadas
por los recursos ambientales, hospedan insectos y microorganismos que pueden transmitir
enfermedades y/o liberan compuestos quimicos que inhiben el crecimiento del cultivo.
Ademas, obstruyen el proceso de cosecha, lo que incrementa los costos de tales

operaciones y contaminan la produccion (Labrada et al., 1994).

Los perjuicios econdmicos asociados a la infestacion de los cultivos por malezas
motivaron las practicas de control de éstas desde el origen de la agricultura. Estas practicas
han progresado desde el desmalezado manual y el empleo de herramientas como métodos
mecanicos, el uso de sales y acidos inorganicos como primeros métodos quimicos, hacia las
aplicaciones de compuestos organicos de sintesis como los actuales herbicidas (Radosevich
et al., 1997).

En la agricultura actual, el control quimico de las malezas se realiza por medio de la
aplicacion de herbicidas, siendo la principal herramienta en todos los programas de manejo
de malezas (Anderson, 1996; Owen, 2016). Los herbicidas son productos quimicos capaces
de alterar la fisiologia de la planta causando la muerte o desarrollo anormal de la misma. El
efecto letal de éstos se debe a que actian sobre un sitio primario de acciéon y generan una
serie de efectos secundarios y terciarios que conllevan a la muerte de la planta (Diez de
Ulzurrun, 2013).

El uso extensivo de los herbicidas en la agricultura se debe a que son productos
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altamente fiables y eficaces, de facil manejo y econ6micamente rentables. Ademas, son
agronémicamente versétiles, es decir, ofrecen al agricultor la posibilidad de elegir cuando y
cémo controlar el problema de las malezas, permitiendo un margen de uso que va desde la
presiembra hasta la postemergencia tardia y diversas opciones de tratamiento en cada
cultivo (Bastida y Menéndez, 2001).

Los herbicidas pueden clasificarse de diferentes maneras, segun: el momento de
aplicacion (presiembra, preemergencia y postemergencia del cultivo), la selectividad (hace
referencia a qué plantas dafia y a cuales no), la movilidad en la planta (sistémicos, se
transportan por xilema y floema, o de contacto, tienen transporte limitado), la persistencia
(tiempo que permanecen en el ambiente, pueden ser residuales o no residuales), el modo

de accién (MoA) y la familia quimica (Peterson et al., 2001).

El MoA de un herbicida consiste en la secuencia de eventos que ocurren desde que
éste es absorbido por la planta hasta la aparicion de fitotoxicidad. Los efectos fisioldégicos
afectados por los herbicidas en las plantas pueden radicar en la regulacion del crecimiento,
la inhibicién de la divisién celular, la inhibiciobn de la respiracion y/o fotosintesis, o la

interrupcién de procesos metabdlicos complejos (Diez de Ulzurrun, 2013).

La Sociedad Americana de Malezas (WSSA, Weed Science Society of America) y el
Comité de Accion de Resistencia a Herbicidas (HRAC, Herbicide Resistance Action
Committee) desarrollaron esquemas de clasificacién basados en el modo de accién de los
herbicidas. La WSSA asigné a los herbicidas con similar modo de accién un ndmero,
mientras que el HRAC public6 una clasificacion similar usando letras. Dicha clasificacion de
herbicidas facilita la rotacion de modos de accion, lo cual es fundamental en el control de las
malezas, para variar la presion de seleccion ejercida y asi, retrasar la aparicion de malezas

resistentes.

Actualmente existen 25 grupos diferentes para los mas de 200 herbicidas (algunos
cuyo sitio de accion es desconocido). La Tabla | muestra la clasificacion de los herbicidas
por modo de accion segun WSSA y HRAC (WSSA, 2019).

A 1 Inhibicién de la acetil-CoA Biosintesis de

carboxilasa (ACCasa) acidos grasos

Inhibicion de la acetolactato ET'OS,mFeS'S de
B 2 ; aminoacidos (Leu,

sintasa (ALS)
lle, Val)
Inhibicion de la proteina D1 del Fotosintesis

CHeaE Sl fotosistema Il (transferencia de
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electrones)

Desvio de los electrones

Fotosintesis

D 22 transferidos por la ferredoxina del  (transferencia de
fotosistema | electrones)
Inhibicién de la protoporfirinégeno Eotgsintgsis
E 14 oxidasa (PPO) (biosintesis del
grupo hemo)
Inhibicién de la fitoeno
desaturasa, la hidroxifenilpiruvato Fotosintesis
F1,F2,F3,F4 12,27,11,13 dioxigenasa, proteina (biosintesis de
desconacida o la 1-desoxi-D- carotenoides)
xilulosa 5-fosfato sintasa
Inhibicién de la 5-enolpiruvil- Biosintesis de
G 9 shikimato-3-fosfato sintasa aminoéacidos (Phe,
(EPSPS) Trp, Tyr)
H 10 Inhibicién de la glutamina sintasa Bloslnt_ess de
aminodcidos (GlIn)
Inhibicién de la dihidropteroato Biosintesis de
I 18 : :
sintasa tetrahidrofolato
Blogueo de la polimerizacién de
tubulina, inhibicién la division Division celular
K1,K2,K3 3,23,15 celular y formacion de L
. , LT (Mitosis)
microtubulos e inhibicion de la
acido graso sintasa
L 20,21,29 Inhibicién de la celulosa sintasa Biosintesis de
pared celular
M o4 Desacople d_e Ia_ fosforilacion Biosintesis de ATP
oxidativa
N 8 Inhibicion de la &cido graso Biosintesis de
elongasa acidos grasos
Estimulacion de la proteina 1 de  Regulacion de los
(@) 4 respuesta al inhibidor de genes de
transporte respuesta a auxina
I Sefializacion
= 19 Inhibicién del_transporte de hormonal de largo
auxinas
alcance
D o Fotosintesis
R 20 Inhlblqlon de la tirosina (biosintesis de
aminotransferasa .
carotenoides)
Z 26,28 Desconocido

Tabla I. Clasificacion de los herbicidas de acuerdo a su modo de accion, segun criterios de
HRAC y WSSA.

Cuando se aplica un herbicida, se crean artificialmente condiciones ambientales
negativas extremas para la vegetacion en general. Dentro de una comunidad o dentro de la
poblacion de una especie existe, en general, una gran diversidad, lo que implica que
algunos genotipos, eventualmente, puedan sobrevivir frente a esa agresion. Si este

ambiente, artificialmente generado, persiste y/o se reitera en el tiempo lo que se logra es
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una reduccién significativa en la frecuencia de los genotipos susceptibles y un incremento de
los resistentes o tolerantes (Papa, 2002). Por lo tanto, el uso continuo del mismo herbicida o
la aplicacion de herbicidas con el mismo MoA inevitablemente condujo a la selecciéon de
poblaciones de malezas resistentes (Shaner, 2014).

La resistencia de malezas a herbicidas es un proceso evolutivo y, segin Powles y Yu
(2010), su dindmica e impacto dependen de los factores genéticos, la biologia de las
especies de malezas, el herbicida y los aspectos técnicos (Figura ).

EVOLUCION DE LA RESISTENCIA

Biologia de las especies de malezas

-Alogamia vs. autogamia Aspectos técnicos
-Produccion de semillas y otros érganos de -Dosis empleada

propagacion -Tecnologia y habilidad del
-Longevidad de semillas y otros 6rganos de operador

propagacion -Manejo agronémico (rotaciones,

-Capacidad de dispersion de semillas y polen practicas de control de malezas)

Factores genéticos
-Frecuencia de genes de resistencia Herbicida
-Numero de genes de resistencia _Estructura quimica
-Dominancia de los genes de resistencia _Sitio de accién
-Costos bioldgicos de los genes de -Residualidad
resistencia

Figura |. Resumen de los factores que influyen en la evolucién de las malezas resistentes a
herbicidas. Adaptado de Powles y Yu, 2010.

La frecuencia, el nimero y la dominancia de los genes de resistencia (pre-existentes
a las aplicaciones de un herbicida) condicionardn el tiempo en que éstos se vuelven
“relevantes” en la poblacién, provocando la deteccion de un nuevo caso de resistencia.
Ademas, los costos biolégicos o efectos de estos genes sobre la capacidad reproductiva y/o
vegetativa de la especie, podrian tener inherentemente un impacto en la tasa de evolucién
de la resistencia, dada la habilidad competitiva diferente que pueden presentar las plantas
resistentes en ausencia de la presion de seleccion (Neve et al., 2003; Ashigh y Tardif, 2009;
Wang et al., 2010; Vercellino et al., 2018).

Por otro lado, la biologia de las especies de malezas condiciona la difusién de la
resistencia en la poblacion. El porcentaje de alogamia y autogamia, la produccion de

semillas y su longevidad en el banco de semillas del suelo y el flujo génico por medio de
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semillas y polen cobran trascendencia al considerar sus efectos sobre la dispersion y
frecuencia de genes de resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Busi et al., 2008).

Ademaés, el herbicida utilizado y su tipo de accion fisiologica son factores importantes
a ser considerados. La estructura quimica, sitio de accién y residualidad del herbicida
modularan la probabilidad con que los genes de resistencia incrementen su frecuencia, ya

que son aspectos que condicionan de la presion seleccion (Tranel y Wright, 2002).

Por ultimo, los aspectos técnicos que incluyen las dosis empleadas, la tecnologia y la
habilidad del operador para llevar a cabo la tarea de control quimico junto a otros factores de
manejo agronémico (practicas alternativas de control de malezas, rotacion de cultivos y
principios activos) son de gran importancia y estos factores son los primeros sobre los que
se puede actuar para minimizar los riesgos de aparicion de malezas resistentes (Jasieniuk et
al., 1996, Norsworthy et al., 2012).

Las malezas pueden ser tolerantes o adquirir resistencia a un herbicida particular,
por lo cual resulta relevante diferenciar estos dos conceptos que muy frecuentemente son
confundidos. La tolerancia es la capacidad natural y heredable que tienen todos los
individuos de una especie de soportar la dosis de uso de un herbicida debido a
caracteristicas morfologicas y/o fisiolégicas que le son propias; por lo tanto, las poblaciones
tolerantes a un herbicida nunca fueron susceptibles (Papa, 2002). La resistencia en cambio,
es la capacidad natural y heredable de un subgrupo de individuos dentro de una poblacion
de una especie de no ser controlada por un herbicida que con anterioridad le afectaba
intensamente (WSSA, 1998). Asi, la resistencia representa una capacidad adquirida de

sobrevivir y reproducirse frente a la accion fitotoxica de un herbicida.

Las malezas resistentes comenzaron a ser un problema en la década de 1970 y a
principios de la década de 1980 debido a las aplicaciones repetidas de atrazina y simazima
en los cultivos de maiz. Los productores recurrieron a los herbicidas inhibidores de la ALS y
de la ACCasa en la década del '80 para controlar las malezas resistentes a las triazinas; y
luego, a cultivos transgénicos resistentes a glifosato, en la década de 1990, para controlar
las malezas resistentes a inhibidores de la ALS, ACCasa y triazinas. La adopcion extensiva
de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas llevo a la industria agroquimica a invertir
menos en el desarrollo de nuevos principios activos y menos aun en nuevos MoA. La rapida
eficacia combinada con la simplicidad de operacién de estos sistemas resultdé en el uso
excesivo de un pequefio numero de herbicidas, lo que favorecié el aumento del nimero de

casos de malezas resistentes (Heap, 2014).

Para que un herbicida pueda actuar y controlar las malezas afectando los procesos
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fisiologicos y bioquimicos de éstas, debe penetrar al interior de las plantas, translocarse al
lugar donde se encuentra su proteina blanco (sitio de accién) a una dosis letal y unirse a
ésta. Mdltiples mecanismos de resistencia que interfieren con la accién del herbicida han
evolucionado en las malezas (Figura IlI). Estos mecanismos se pueden dividir en dos
categorias amplias: los mecanismos asociados al sitio de accion (o target) y los mecanismos

no asociados al sitio de accion (o no target).

La resistencia target (RT) ocurre cuando los herbicidas alcanzan el sitio de accion a
una dosis letal, pero hay cambios en el mismo que limitan el impacto del herbicida; mientras
que la resistencia no target (RNT) implica mecanismos que minimizan la cantidad de
herbicida activo que llega al sitio de accién, o bien protegen contra dafios derivados de la
accioén del herbicida (Délye et al., 2013; Délye et al., 2015; Powles y Yu, 2010). A diferencia
de la RT, se sabe poco de los mecanismos que producen RNT, pero parece ser una

respuesta adaptativa mas general al uso de herbicidas (Délye et al., 2013).

PASOS CONSECUTIVOS DE LA ACCION DE UN HERBICIDA @ 1

Unioén a proteina Alteracién celular
blanco y daiio en la planta

Translocacion al lugar
de accién

Penetracion Acumulacién

Especies del

- oxigeno reactivas

MECANISMOS DE RESISTENCIA

(A) Penetracion reducida (B) Translocacion alteraday | (C) Metabolismo (F) Mutacion en |(D) Compensacion o
secuestro en vacuola aum:-ntado el sitio blanco proteccion
a Q oxigend ressivas
- ‘
{(E) Sobreproduccion de -
la proteina blanco
e = a

herbicidas seguida de su aplicacion (superior) y los mecanismos de resistencia identificados
en malezas (inferior). A, B, C y D mecanismos no asociados al sitio de accion. E y F
mecanismos asociados al sitio de accién. Figura adaptada de Délye et al., 2013.

Los mecanismos de RT incluyen: una sobreproduccion de la proteina blanco por

mutaciones en regiones regulatorias o por amplificacién génica (E), y/o mutaciones que
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modifican la organizacion tridimensional y las propiedades electroquimicas de la proteina
blanco (F). En el caso de la RNT, los mecanismos incluyen: una reduccién en la penetracion
del herbicida por alteraciones en las propiedades de la cuticula de la planta (A), una
translocacion reducida del herbicida hacia el sitio de accion (B), una degradacién metabdlica
aumentada del herbicida (C), o una neutralizacion aumentada de moléculas citotoxicas

generadas por la accion del herbicida (D) (Délye et al., 2013).

Las malezas pueden tener resistencia a mas de un herbicida. Cuando esta
resistencia estd causada por mas de un mecanismo, se denomina “resistencia multiple”,
mientras que si un solo mecanismo es responsable de dicho fenotipo, se la llama
“resistencia cruzada”. Esta ultima frecuentemente involucra a herbicidas con el mismo modo

de accién (Délye et al., 2013).

Actualmente, la base de datos de malezas resistentes a herbicidas
www.weedscience.com (Heap, 2019) informa que existen a nivel mundial 259 especies
resistentes. Se ha desarrollado resistencia a 23 de los 26 sitios de accion de herbicidas
conocidos y a 167 herbicidas, siendo los grupos mas problematicos los inhibidores de la
ACCasa, de la ALS, de la EPSPS, de la PPO, del fotosistema Il y las auxinas sintéticas
(AS).

En Argentina, el sistema agro-productivo esta basado desde hace méas de 20 afios
en el cultivo de soja transgénica resistente a glifosato (RG) (ya sea en monocultivo, o bien,
en una rotaciébn con maiz transgénico tolerante) junto con la aplicacién del herbicida
glifosato, en algunos casos mezclado con otra clase de herbicidas (Lanfranconi et al., 2012).
La confianza excesiva en este sistema llevd a una creciente seleccion de malezas RG. Si
bien el primer caso de resistencia a glifosato en el pais fue detectado en 2005 (Heap, 2019),
al dia de la fecha se reportaron 18 casos de resistencia a glifosato confirmados en un total
de 14 especies. La mayoria de los casos de resistencia reportados en nuestro pais son a los

herbicidas inhibidores de la ALS (grupo B) y a glifosato (grupo G) (Tabla II).

1996 ALS
2013 EPSPS
Amaranthus hybridus Yuyo colorado 2014 ALS + EPSPS
2016 AS
2016 EPSPS + AS
2005 EPSPS
Sorghum halepense Sorgo de alepo 2015 ACCasa
2015 EPSPS + ACCasa
Lolium perenne spp. P 2007 EPSPS
multiflorum Raigras criollo 2009 ACCasa
2010 ALS + EPSPS
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Lolium perenne Raigras perenne 2008 EPSPS
Cynodon hirsutus Gramilla mansa 2008 EPSPS
Raphanus sativus Nabdn 2008 ALS

Echinochloa colona Capim 2009 EPSPS
Avena fatua Avena guacha 2010 ACCasa
Eleusine indica Pata de ganso 2012 EPSPS
Conyza bonariensis Rama negra 2012 EPSPS
Brassica rapa Nabo 2012 ALS + EPSPS

: . : 2013 ALS
Hirschfeldia incana Nabo amarillo 2016 ALS + AS
Digitaria insularis Pasto amargo 2014 EPSPS

. 2013 ALS
Amaranthus palmeri Yuyo colorado 2015 EPSPS
Bromus catharticus Cebadilla criolla 2017 EPSPS
Urochloa panicoides Brachiaria 2017 EPSPS
Carduus acanthoides Cardo platense 2019 EPSPS + AS

Tabla Il. Malezas resistentes a herbicidas en Argentina. *El afio generalmente corresponde
al momento en que se reportd oficialmente la resistencia, pudiendo no coincidir con el afio
de deteccion a campo. Los datos fueron tomados de la base de datos de weedsciense.org
(Heap, 2019). Abreviaturas: ACCasa: acetil-CoA carboxilasa; ALS: acetolactato sintasa; AS:
auxinas sintéticas; EPSPS: 5-enolpiruvil-shikimato-3-fostato sintasa.

1.1 Herbicidas del grupo B

El sitio de accion de los herbicidas pertenecientes al grupo B es la enzima
acetolactato sintasa (ALS) o acetohidroxiacido sintasa (AHAS) (EC 2.2.1.6). Esta enzima
esta involucrada en el primer paso de la biosintesis de aminoacidos con cadena lateral
ramificada (valina, isoleucina y leucina) (Figura IlI) tanto en plantas como en
microorganismos (Subramanian et al., 1990), catalizando dos reacciones en paralelo
(Duggleby et al., 2008):

i.  La condensacion de dos moléculas de piruvato para dar lugar a una molécula de 2-
acetolactato (de alli el nombre de ALS, acetolactato sintasa). Esta via deriva en la

sintesis de los aminoacidos valina y leucina.

i. Lacondensacion de una molécula de piruvato y una de 2-cetobutirato para dar lugar
a una molécula de 2-aceto-2-hidroxibutirato (de alli el nombre de AHAS,

acetohidroxiacido sintasa). Esta via deriva en la sintesis de isoleucina.
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A 2-cetobutirato piruvato piruvato acetil-CoA
AM ALS /l
2-aceto-2-hidroxibutirato 2-acetolactato 2-isopropilmalato
2,3-dihidroxi-3-metil-valerato 2,3-dihidroxi-isovalerato 3-isopropilmalato
2-ceto-3-metilvalerato 2-ceto-isovalerato 2-cetoisocaproato
I’_ _____ N
ISOLEUCINA 1 VALINA | LEUCINA
______ -~
B
CH, CH, oy oy
Iz 1 D P
| = T’ T c=o u,('—(‘—("—uu
COO- CO, H |, I
W COO- COO-
piruvato 2-cetobutirato 2-aceto-2-hidroxibutirato
(I‘II_\ CHy (I'II_\ (o] CHy
(Ij=() T» (:.'=¢) = (|:=U =0 H]('—ll'-—(::—()ll
CO0O- C (): H CO0O- COO-
piruvato piruvato 2-acetolactato

Figura lll. Via biosintética de aminoacidos de cadena lateral ramificada. A- Reacciones
implicadas en la sintesis de los aminoacidos isoleucina, valina y leucina B- Reacciones
catalizadas por ALS/AHAS. Figura adaptada de Duggleby et al., 2008.

La enzima ALS est4d compuesta por dos tipos de subunidades, una denominada
catalitica y la otra regulatoria. La subunidad catalitica es activa por si sola y su tamafio varia
entre 59 y 64 kDa en eucariotas. La subunidad regulatoria (9-54 kDa), en cambio, no posee
actividad ALS sino que estimula la actividad de la subunidad catalitica y participa en la
regulacion por retroalimentacion negativa, lo que implica que la enzima es inhibida por los
productos finales de la via (isoleucina, valina y leucina) (Lee y Duggleby, 2001). McCourt et
al. (2006) resolvieron la estructura cristalina de la subunidad catalitica de la ALS de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (denominada AtAHAS), concluyendo que la AtAHAS es un
homotetramero. A su vez, la actividad de la ALS depende de la presencia de tres cofactores,

tiamina difosfato (ThDP), ion magnesio (Mg®") y flavina adenina dinucleétido (FAD).
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En las plantas, los genes que codifican ambas subunidades se encuentran en el
genoma nuclear. La subunidad catalitica es codificada por genes que se caracterizan por no
presentar intrones. La ALS lleva a cabo su funcién en los cloroplastos y su nivel de
expresion puede variar entre diferentes tejidos y distintos estadios del desarrollo, siendo
mayor en los tejidos meristemasticos metabdlicamente activos (Duggleby y Pang, 2000).

La inhibicién de la ALS conduce a la inanicién de la planta por los aminoacidos de
cadena lateral ramificada y se cree que la misma es el mecanismo principal por el cual los
herbicidas del grupo B causan la muerte de las plantas. Sin embargo, otros efectos
secundarios como la acumulacion de 2-cetobutirato/ 2-aminobutirato (toxicos para las
plantas) y la interrupciéon de la sintesis de proteinas y del transporte de fotoasimilados

también estarian implicados en el mecanismo de la muerte vegetal (Tranel y Wright, 2002).

Los inhibidores de la ALS son utilizados para el manejo de malezas latifoliadas y
gramineas en una gran variedad de cultivos agronémicos. La popularidad de su utilizacién
radica en que son herbicidas que presentan una amplia selectividad de cultivos, son
eficaces para el control de un gran espectro de malezas a dosis bajas, presentan una muy
baja toxicidad en mamiferos y poseen una actividad residual significativa. La aplicacién de
estos herbicidas puede realizarse en preemergencia 0 en postemergencia, ya que son
absorbidos por hojas y raices y son sistémicos, es decir, transportados por xilema y floema
(Tranel y Wright, 2002).

Dentro de este grupo B se ubican mas de 50 herbicidas comerciales que pueden ser
agrupados en cinco familias quimicas: sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI),
triazolopirimidinas (TP), &cidos pirimidiniltiobenzoicos (PTB) y sulfonilaminocarbonil
triazolinonas (SCT). La Figura IV muestra las estructuras moleculares de un representante

de cada una de las cinco familias.
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Figura IV. Estructuras moleculares de herbicidas de las cinco familias quimicas
correspondientes al grupo de herbicidas inhibidores de la ALS.

Las plantas tratadas con estos herbicidas luego de 7-14 dias detienen su
crecimiento, se marchitan y adquieren un color rojizo debido a la acumulacion de
antocianinas inducidas por el estrés. En gramineas se observan clorosis o amarillamientos
internervales y coloraciones rojizas en las hojas nuevas, en tanto que en latifoliadas se
observa clorosis, acortamiento de entrenudos y coloraciones moradas en las nervaduras
(Diez de Ulzurrun, 2013).

Los herbicidas inhibidores de la ALS se encuentran entre los herbicidas mas
utilizados en el mundo. Coherentemente, éstos superan a todos los demas grupos de
herbicidas en términos del nimero de especies de malezas resistentes que se han
reportado (Figura V). Actualmente hay 162 especies resistentes a nivel mundial y en nuestro

pais se encuentran 6 de dichas especies (Heap, 2019).
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Figura V. Evolucién cronoldgica de la resistencia a los principales grupos de herbicidas en
las distintas especies a nivel mundial. Los niumeros entre paréntesis corresponden a la
clasificacion WSSA. Figura tomada de Heap, 2019.

La resistencia a los herbicidas del grupo B puede estar asociada tanto a mecanismos
de RT como RNT. Las mutaciones puntuales en el gen ALS que disminuyen la afinidad de
unién de la enzima por el herbicida son el principal mecanismo de RT (Yu y Powles, 2014).
Por otro lado, una degradacién metabdlica aumentada del herbicida (Christopher et al.,
1994; Yun et al., 2005; Duhoux et al., 2015; Yang et al., 2016; Zhao et al., 2017; Zhao et al.,
2019a) parece ser el mecanismo de RNT predominante. A modo de resumen, todos los
mecanismos de resistencias informados para este grupo de herbicidas se describen en la
Tabla lll.

RT, sustitucion de AA en ALS:

A122T/VIYISIN;

P197T/H/R/LIQISIANIN/EIYIMIK/W;

A205V/F;

D376E; ALS
R377H;

W574L/IG/IMIR;

S653T/N/I;

G654E/D

RT, sobreexpresion del gen ALS ALS ¢Mayor actividad ALS?

Reducida sensibilidad de
la ALS al herbicida
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RNT, bases desconocidas ¢ Ceras epicuticulares? Reducida absorcion foliar
RNT, bases desconocidas Cyt P450 Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresion de genes: .

CYP71AK2: CYP72A254 Cyt P450 Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresién de genes: :

CYP81A12: CYP81A21 Cyt P450 Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresion de genes: .

CYP71A: CYP71B: CYP81D Cyt P450 Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresién de genes: :

CYP94AL: CYP71A4 Cyt P450 Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresion de genes: _ _ .

CYP72A: CYP81B1: GST: GT Cyt P450; GST; GT Metabolismo aumentado
RNT, sobreexpresion de genes: Cyt P450; Transportador Metabolismo aumentado
CYP96A13; ABCC1 ABC

RNT, sobreexpresion de genes: . . . . Metabolismo aumentado
esterasa; GST (U1, U6); GT; POD Esterasa; %?ATI' GT; POD; y proteccion contra dafios
(5, 65); CAT (1, 2) colaterales

Tabla [ll. Mecanismos de resistencia a inhibidores de la ALS. Abreviaturas: AA:

aminoacidos; ALS: acetolactato sintasa; Cyt P450: citocromo P450; GST: glutation S-
transferasa; GT: glicosil-transferasa; POD: peroxidasa; CAT: catalasa. Tabla adaptada de
Perotti et al., 2020.

1.2 Herbicidas del grupo G

Como se mencion6 anteriormente, el otro grupo de herbicidas con mayor nimero de
casos de resistencia registrados en nuestro pais es el grupo G, cuyo Unico representante es

el glifosato.

El sitio de accién del glifosato es la enzima 3-fosfoshikimato-1-carboxiviniltransferasa
(EC 2.5.1.19), ampliamente conocida bajo su sinénimo 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS). La EPSPS es una de las enzimas implicadas en la via de sintesis de los
aminodcidos aromaticos triptéfano, tirosina y fenilalanina, que son necesarios para la
sintesis de proteinas que llevan al crecimiento de la planta. Esta enzima forma parte de la
ruta metabdlica del acido shikimico, ya que, cataliza la transferencia de una unidad de
enolpiruvil desde el fosfoenolpiruvato (PEP) hacia el shikimato-3-fosfato, formando los
productos 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato y fosfato inorgéanico (Figura VI) (Steinriicken y
Amrhein, 1980).
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Figura VI. Via de biosintesis de los aminoacidos arométicos. A- Reacciones implicadas en
la sintesis de los aminoacidos triptéfano, tirosina y fenilalanina. B- Reaccién catalizada por
EPSPS y estructura del glifosato.

En plantas, la EPSPS esta localizada primariamente en cloroplastos y otros plastidios
(Mousdale y Coggin, 1993), aunque se han reportado formas citoplasmicas (Baylis, 2000).
La enzima es sintetizada como un precursor citoplasmético con una secuencia N-terminal
gue codifica para el péptido sefial. El péptido sefal es requerido para la translocacion de la
enzima al estroma de los plastidios, donde luego es clivado para dar lugar a la proteina
madura (Della-Cioppa et al., 1986). La EPSPS es monomérica, posee un peso molecular de
46 kDa y se pliega en dos dominios similares, cada uno compuesto de tres repeticiones de

la unidad de plegamiento BaBapp (Stallings et al., 1991).
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El efecto del glifosato en el metabolismo de la planta se traduce en la inhibicion de la
accion de la enzima blanco por competir con el PEP por el sitio de union a la EPSPS
(Schonbrunn et al., 2001), desencadenando la acumulacion de acido shikimico (Pline et al.,
2002) y afectando varios procesos fisiologicos (Cole, 1985).

El glifosato es un herbicida postemergente, no selectivo que no tiene accion en el
suelo puesto que se adsorbe rapidamente. Es usado ampliamente para el control de
malezas perennes con reproduccion vegetativa, ya que al ser altamente sistémico, se
transporta a toda la planta (Rosales-Robles y Sdnchez de la Cruz, 2006). La aparicion de los
primeros sintomas visibles de fitotoxicidad, clorosis y marchitamiento ocurre a los 4-7 dias
post-aplicacion del herbicida en aquellas plantas altamente susceptibles, mientras que en
las menos sensibles los sintomas se evidencian entre los 10-20 dias de realizado el
tratamiento. Finalmente, la clorosis progresa hasta alcanzar una coloracién pardo-rojiza

evidenciando la muerte de la planta (Senseman, 2007).

A diferencia de otros principios activos, recién luego de 22 afios del lanzamiento del
glifosato se registrd6 el primer caso de una maleza resistente (Powles et al., 1998),
clasificAndose a este principio activo dentro de los herbicidas menos propensos al desarrollo
de resistencia. Sin embargo, la accién conjunta de la adopcién masiva de la siembra directa,
la introducciéon de los cultivares de soja resistente a glifosato, el monocultivo de soja
empleando principalmente esos cultivares y la sustitucién de los herbicidas tradicionales por
el glifosato, determin6 que se ejerza una invariable presion de seleccion sobre la comunidad
de malezas, dirigida fundamentalmente a especies adaptadas al no laboreo (Papa, 2002).

Actualmente, existen 47 especies resistentes a glifosato a nivel mundial (Figura VII).
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Figura VII. Evolucion cronologica del niumero de especies resistentes a glifosato a nivel
mundial. Figura tomada de Heap, 2019.

La resistencia a glifosato estd asociada tanto a mecanismos de RT como RNT. Las
sustituciones de una prolina en la posicion 106 de la enzima y la amplificacion del gen
EPSPS son los mecanismos de RT mas reportados (Sammons y Gaines, 2014), aunque
recientemente se informaron algunos otros mecanismos que involucran otras sustituciones
simples, dobles y triples en la EPSPS (Nandula et al., 2013; Yu et al., 2015; Alcantara-de la
Cruz et al., 2016; Ngo et al., 2018; Perotti et al., 2019).

Por otro lado, los mecanismos de RNT incluyen el secuestro activo del glifosato en
vacuola, la absorcion y translocacion reducida del mismo y la necrosis rapida (Peng et al.,
2010; Yuan et al., 2010; Nol et al., 2012; Vila-Aiub et al., 2012; Van Horn et al., 2018; Moretti
et al., 2018). A modo de resumen, se describen en la Tabla IV todos los mecanismos de

resistencia a glifosato informados.

RT, sustituciones de AA en Reducida sensibilidad de
EPSPS: P106S/A/T/L: EPSPS d:
T102S EPSPS al herbicida
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RT, doble sustituciéon de AA
en EPSPS: T102| + P106S; EPSPS
T1021+ P106T

Reducida sensibilidad de
EPSPS al herbicida

AU, (06 SUEDIIED EE Su Reducida sensibilidad de

en EPSPS: T102S + A103V EPSPS L

+ P106S EPSPS al herbicida
RT, amplificacion génica -

(ADNcec) EPSPS Mayor actividad EPSPS
RT, amplificacién génica

(duplicacién en tAndem EPSPS Mayor actividad EPSPS

mediada por transposon)

RT, amplificacién génica

. : EPSPS Mayor actividad EPSPS
(mecanismo desconocido)

Absorcién foliar y

RNT, bases desconocidas Desconocido translocacion reducidas
RNT, bases desconocidas Desconocido Translocacion reducida
RNT, bases desconocidas ¢ Transportador ABC? Translocacién reducida
RNT, sobreexpresion de

genes: M10; M11; M7; P3; Transportador ABC Translocacion reducida
ABCG29; ABCC3; ABCG42

RNT, bases desconocidas Desconocido Muerte celular rapida
RNT, bases desconocidas Desconocido Metabolismo aumentado

RNT, sobreexpresion de

genes: CYP82D47 Cyt P450 ¢ Metabolismo aumentado?

Tabla IV. Mecanismos de resistencia a glifosato. Abreviaturas: AA: aminoacidos; EPSPS: 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa; ADNcec: ADN circular extra-cromosomal; Cyt P450:
citocromo P450. Tabla adaptada de Perotti et al., 2020.

1.3 Amaranthus palmeri en Argentina

La Asociacién Argentina de Productores en Siembra Directa (Aapresid), en el afio
2017, relevo la superficie afectada a nivel nacional por las principales malezas resistentes y
tolerantes a glifosato. El relevamiento indic6 que mas del 50% de la superficie evaluada esta
infestada por malezas y que algunos lotes presentan mas de una especie (REM, 2017).
Recientemente volvieron a relevar 29 millones de hectareas, que representan casi la
totalidad de la superficie con cultivos extensivos a nivel nacional e informaron que en estos
dos afios hubo un incremento del 35% en la superficie afectada por malezas (REM, 2019).
Este incremento se debe a que la dispersion de malezas no se limita s6lo a las vias
naturales (viento, agua, animales, gravedad, etc.), sino que el hombre también interviene a
través del movimiento de animales domésticos, empleo de semillas de cultivos
contaminadas, movimiento de maquinarias, transporte de granos, etc. De esta forma, un
problema de malezas que evolucioné en un determinado lugar puede afectar a otros
sistemas productivos ubicados a distancias considerables. La Figura VIII muestra la

superficie afectada por malezas en nuestro pais, de acuerdo a los relevamientos en los afios
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Figura VIII. Superficie afectada por malezas en Argentina. Figura adaptada de REM, 2019.

El yuyo colorado (Amaranthus spp) es la maleza de mayor abundancia en nuestro
pais, con 20,5 millones de hectareas afectadas, la cual tuvo un crecimiento de 7 millones de
hectareas entre los dos afios evaluados. Las provincias mas afectadas por esta maleza son

Cdrdoba, Buenos Aires y Santa Fe, que concentran el 75% de la superficie (REM, 2019).

Amaranthus palmeri S. Watson es una especie anual, diclino dioica (plantas
unisexuales, pies femeninos y masculinos separados), detectada en los Ultimos afios en
Argentina y que se ha transformado junto con Amaranthus hybridus L. (sin. A. quitensis) en
una de las malezas mas probleméticas del pais. Esta maleza es una planta de metabolismo
C4 con alta capacidad fotosintética, nativa del sudoeste de los Estados Unidos y Norte de
México (Steyermark, 1963). Se ha registrado un crecimiento diario en esta especie de 2-4
cm/dia (plantas erectas pueden alcanzar una altura superior a los 2,5 m), siendo este
crecimiento y también su ganancia de biomasa mayor al de otras especies del género
Amaranthus (Horak y Loughin, 2000; Sellers et al., 2003). Este rapido crecimiento implica un

mayor consumo de agua Yy nutrientes, favorecido por su sistema radicular profundo y
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ramificado (Black et al., 1969), y una mayor competencia por el espacio y la luz, para lo cual
A. palmeri destina gran parte de su biomasa hacia sus hojas (Hartzler, 2013).

Al ser una especie dioica, la polinizacibn es cruzada, lo que incrementa la
variabilidad genética y la tasa de evolucion de los mecanismos de resistencia, ya que
ademas puede hibridar con otras especies del género (Trucco et al., 2007). Recientemente,
se observo que el estrés hidrico afecta la sincronia de floracion y la expresion sexual en A.
palmeri. Bajo condiciones de estrés hidrico se produce un desfase en el periodo de antesis
entre las plantas con flores masculinas y femeninas y un aumento en la relacion pies
femeninos/ masculinos (Mesgaran et al., 2019). Las plantas de A. palmeri pueden producir
hasta 600.000 semillas, las cuales son capaces de germinar durante toda la estacion de
crecimiento (Jha et al.,, 2007; Tuesca et al., 2013). Estas caracteristicas biolégicas
convierten a A. palmeri en una maleza sumamente agresiva y muy dificil de manejar

eficazmente con los recursos tecnoldgicos actualmente disponibles (Tuesca et al., 2016).

En nuestro pais, hasta el momento, se ha confirmado la presencia de poblaciones de
A. palmeri con resistencia a inhibidores de la ALS o a glifosato (Berger et al., 2016; Palma-
Bautista et al., 2019; Kaundun et al., 2019); sin embargo, existe la sospecha de que hay
también poblaciones con resistencia multiple a inhibidores de la ALS y glifosato, pero esto
todavia no se confirmé cientificamente. Dada la alta tendencia de A. palmeri a adquirir
resistencia a varios mecanismos de accién (ya se han reportado, a nivel mundial 60 casos
de resistencia a 6 sitios de accion distintos) es relevante confirmar las resistencias
reportadas a campo e intensificar los estudios sobre las bases moleculares de dichas

resistencias.

La informacion de los mecanismos moleculares es clave para el disefio de tacticas
de control geo-localizadas que permitan a los productores entender, prevenir y
eventualmente sobrellevar de manera sustentable el problema de resistencia en malezas,

sin contribuir a la generacion de un problema similar a largo plazo.

Ademas, comprender las bases moleculares de la resistencia a herbicidas es un
paso clave en el entendimiento del proceso evolutivo que causa este fenobmeno y en el
disefio de estrategias que permitan un control exitoso. El estudio de los efectos del medio
ambiente (temperatura, estrés abittico, etc.) sobre la aptitud de las plantas resistentes en
condiciones de cultivo actuales y futuras podria identificar condiciones bajo las cuales

disminuya la frecuencia de los alelos de resistencia en la poblacion (Vila-Aiub et al., 2013).

Por otro lado, el conocimiento de las bases moleculares de la resistencia se puede

utilizar para el desarrollo de variedades de cultivos o estrategias que permitan a los cultivos
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competir mejor con las malezas.

La resistencia a herbicidas en malezas es hoy uno de los problemas mas importantes
gue enfrentan los sistemas agropecuarios en todo el mundo (Heap, 2014). La rapida
evolucion de multiples mecanismos de resistencia en las Ultimas décadas tiene un impacto
tanto en la produccién de cultivos como en el medio ambiente y representa un gran desafio
para los agricultores, los cientificos y el sector de la agroindustria. Una comprension
mejorada y mas integrada de la resistencia en todas las escalas (genotipica, poblacional y a
nivel de ecosistema) serd la clave para enfrentar el desafio global de resistencia a los
herbicidas.
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Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Identificar las bases moleculares responsables del fenotipo de resistencia a
herbicidas inhibidores de la ALS y glifosato observado en plantas de A. palmeri halladas a
campo, con énfasis en el hallazgo y la caracterizacion de nuevas mutaciones en el sitio de

accion de los herbicidas inhibidores de la ALS.

Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de resistencia in vivo e in vitro a herbicidas inhibidores de
la acetolactato sintasa (ALS) y glifosato e identificar las distintas variantes alélicas de los
genes que codifican para las enzimas blanco presentes en una subpoblacion de A. palmeri

resistente a sulfonilureas, imidazolinonas y glifosato.

2. Obtener clones vegetativos a partir de distintos individuos seleccionados de la
subpoblacion de A. palmeri resistente a sulfonilureas, imidazolinonas y a glifosato.

3. Determinar los niveles de resistencia y caracterizar bioquimica y molecularmente
el mecanismo de resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS y a glifosato de los

diferentes individuos seleccionados de A. palmeri.

4, Clonar, expresar y purificar las distintas versiones resistentes y susceptible de
las enzimas acetolactato sintasa en forma recombinante para su posterior evaluacion

mediante ensayos inhibitorios.
Hipodtesis

1) La resistencia a los herbicidas inhibidores de la ALS (herbicidas del grupo B) de las
plantas de Amaranthus palmeri halladas en la localidad de Totoras se debe a un mecanismo

target de mutacion de punto sobre el gen ALS.

2) La resistencia a glifosato (herbicida del grupo G) de las plantas de Amaranthus
palmeri halladas en la localidad de Totoras se debe a un mecanismo target de amplificacion

del nimero de copias del gen EPSPS.
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Caracterizacion de la resistencia a inhibidores de la acetolactato
sintasa en una subpoblacion de A. palmeri identificada en
Totoras
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CAPITULO 1

CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES DE LA ACETOLACTATO
SINTASA EN UNA SUBPOBLACION DE A. palmeri IDENTIFICADA EN TOTORAS

2.1 INTRODUCCION:

Entre las malezas de dificil control en los sistemas agricolas de Argentina, los “yuyos
colorados” (Amaranthus spp.) constituyen el grupo de especies latifoliadas mas problematico
en los cultivos estivales (soja, mani, sorgo y maiz) (Tuesca et al., 2016). Su impacto sobre la
produccién agricola es importante, debido a su distribucion, abundancia y dificultad de
manejo (Metzler y Papa, 2015). Dentro de este género, A. hybridus y A. palmeri se

encuentran como especies dominantes en nuestro pais (REM, 2015).

A. palmeri comienza a detectarse en los cultivos estivales en el sur de las provincias
de Cérdoba y San Luis a partir del afio 2012, aunque existen algunos indicios de que se
hallaba presente desde 2004-2005, pero era confundida con A. hybridus, que es muy comdn
en la zona. Probablemente, la introduccién de esta especie al pais esté asociada con la
importacién de semillas de cereales, oleaginosas o forrajeras contaminadas con semillas de
A. palmeri y/o a través de maquinaria agricola introducida al pais desde Estados Unidos
(Morichetti et al., 2013). Actualmente, a esta especie se la encuentra también en las
provincias de La Pampa, Buenos Aires, Santa Fe, Tucuman, Chaco y Salta, y
probablemente en otras del norte del pais (Montoya et al., 2015).

Esta maleza tiene caracteristicas germinativas, de crecimiento, de desarrollo y de
reproduccion que la hacen una especie altamente invasiva y adaptable, convirtiéndola en un
perfecto vector para la resistencia a herbicidas (Ward et al., 2013). A nivel mundial, se han
reportado 64 casos de resistencia a seis modos de accion (B, C1, G, K1, O y F2) diferentes
(Heap, 2019). En Argentina se ha informado la presencia de poblaciones de A. palmeri
resistentes a herbicidas con dos de estos modos de acci6on: B y G, como se mencioné

anteriormente en la Introduccion de esta Tesis.

En la mayoria de los casos informados, la resistencia asociada a los herbicidas
inhibidores de la ALS (grupo B) se debe a mutaciones puntuales en el gen ALS (subunidad
catalitica), que reducen la sensibilidad de la enzima por estos quimicos, manteniendo la
funcionalidad de la misma. Esto se debe a que los herbicidas del grupo B no se unen al sitio
catalitico de la enzima (McCourt et al., 2006); por lo tanto, existe una gran variedad de

mutaciones que pueden conferir resistencia.
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La variabilidad entre alelos es causada en gran medida por mutaciones espontaneas.
La alta tasa de mutacion en la ALS, en relacidn con otros sitios de accion de los herbicidas,
podria explicar la alta frecuencia de resistencia a los herbicidas del grupo B (Tranel y
Whight, 2002). Ademas, en presencia de los herbicidas, los genes de resistencia se vuelven
rapidamente “relevantes” en la poblacion debido a que su frecuencia inicial es alta, su
herencia es dominante y a que generalmente no producen un costo biolégico (Yu y Powles,
2014).

Actualmente se han identificado alrededor de 31 sustituciones a lo largo de ocho
sitios de la secuencia aminoacidica de la ALS que le otorgan resistencia a los herbicidas del
grupo B. Estos sitios corresponden a los siguientes aminoacidos y posiciones: Ala 122
(A122), Pro 197 (P197), Ala 205 (A205), Asp 376 (D376), Arg 377 (R377), Trp 574 (W574),
Ser 653 (S653) y Gly 654 (G654) (Powles y Yu, 2010; Yu y Powles, 2014; Brosnan et al.,
2016; Panozzo et al., 2017). Los aminoacidos estan numerados segln la secuencia de la
ALS de A. thaliana. Cabe destacar que la resistencia que confieren estas mutaciones en el
gen ALS dependen de la posicion en la que ocurre, del aminoacido que reemplaza al
original, de la familia quimica del herbicida, del herbicida en particular y, en muchos casos,

de la especie de la maleza.

Los mecanismos de RNT asociados a los herbicidas del grupo B dilucidados a la
fecha incluyen la proteccion contra dafios colaterales generados por la accién del herbicida
(Zhao et al., 2019b), una absorcién reducida (White et al., 2002) y la degradacién metabdlica
aumentada del herbicida (Christopher et al., 1994; Yun et al., 2005; Duhoux et al., 2015;
Yang et al.,, 2016; Zhao et al., 2017; Zhao et al., 2019a), siendo este Ultimo el mas

frecuentemente reportado.

En A. palmeri se han encontrado varias sustituciones en el gen ALS que confieren
resistencia a estos herbicidas: A122T, P197S/A, W574L y S653N (Molin et al., 2016; Klpper
et al., 2017; Nakka et al., 2017; Singh et al., 2019). Sin embargo, para esta especie solo se
ha informado un caso de mecanismo de RNT para los herbicidas del grupo B y se debe a

una degradacion metabdlica aumentada (Nakka et al., 2017).

Una misma mutacién en el gen ALS puede causar resistencia a mas de un principio
activo, dentro de las cinco familias que componen el grupo B de herbicidas (resistencia
cruzada) (Yu y Powles, 2014), lo cual acota notablemente el espectro de herramientas
quimicas factibles para el control de la poblacién en cuestién. Asimismo, si se identifica una
mutacion puntual que genera resistencia s6lo a una determinada familia quimica, se puede

plantear el uso de principios activos pertenecientes a alguna de las otras familias,
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aumentando las posibilidades de éxito en el manejo de dicha maleza.

Por otro lado, los mecanismos de RNT pueden dar resistencia a herbicidas con
diferentes modos de accion. Sin embargo, s6lo unos pocos de estos mecanismos han sido
dilucidados a nivel molecular. Esto se debe a que los procesos bioquimicos que los regulan
son intrinsecamente complicados, tienen una naturaleza cuantitativa que esta controlada por
multiples genes y la informacién gendémica disponible para las especies de malezas es
limitada.

Asi, la confirmacién de la resistencia y la dilucidacion de las bases moleculares que
explican este fenotipo en las subpoblaciones de malezas halladas a campo son de gran

utilidad para el disefio racional de estrategias de control.

El objetivo de este capitulo es determinar los niveles de resistencia in vivo e in vitro a
herbicidas inhibidores de la ALS e identificar los alelos del gen que codifica para la enzima
blanco presentes en una subpoblacién de A. palmeri con resistencia multiple a herbicidas
del grupo By G.
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2.2 MATERIALES Y METODOS:

2.2.1 Material vegetal

Las muestras de semillas de A. palmeri utilizadas fueron proporcionadas por la
Céatedra de Malezas, especificamente por el grupo del Prof. Daniel Tuesca. Estas se
colectaron de lotes con cultivo de soja de dos campos, uno localizado en Totoras y el otro en
Tucuman. Se muestrearon al menos 50 plantas de A. palmeri de cada campo y se obtuvo
una Unica muestra de semillas de cada uno. En el primer campo se habian detectado fallas
en el control de esta maleza al emplear los herbicidas Derby® (i.a.: imazetapir 10% P/V,
Gleba), VRILEC® (i.a.: clorimurdn-etil 25% P/P; Agrofina), inhibidores de la ALS, y Roundup
full® Il (sal potasica 66,2 g, equivalente acido de glifosato 54% P/V, Monsanto), durante al
menos cinco campafas seguidas. El segundo campo (Tucuman), nunca habia sido aplicado
con inhibidores de la ALS, pero si con glifosato, por lo tanto, la subpoblacién de yuyo
colorado obtenida de este campo se utiliz6 como control susceptible sélo para los ensayos
con herbicidas inhibidores de la ALS. Las geolocalizaciones y nomenclaturas de cada

subpoblacion se resumen en la Tabla 1.

Subpob. Localidad Coordenadas R glifosato? R ALS?
Tot Totoras 32°34'59.88"S, 61°10'59.88"W Si Si
Tuc Tucuman 27°17'45.36"S, 65°0'3.37"W Si No

Tabla 1. Subpoblaciones de A. palmeri estudiadas.

2.2.2 Compuestos quimicos

Los ensayos de resistencia in vivo e in vitro se realizaron con tres clases de
herbicidas inhibidores de la ALS. La familia quimica y el ingrediente activo de cada herbicida

utilizado se resumen en la Tabla 2.

Familia quimica Abreviatura Ingrediente activo Marca Empresa
Imidazolinonas IMI Imazetapir 10% P/V DERBY® Gleba
Sulfonilureas SuU Clorimurén-etil 25% P/P VRILEC® Agrofina
Triazolopirimidinas TP Diclosulam 84% P/P  SPIDER® DIz it
Ciencias

Tabla 2. Herbicidas inhibidores de la ALS evaluados en los ensayos de resistencia in vivo e
in vitro.
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2.2.3 Ensayos de dosis-respuesta

Se realizaron curvas de dosis-respuesta de las subpoblaciones de A. palmeri (Tot y
Tuc). Se obtuvieron aproximadamente 120 plantas de cada subpoblacién en camaras de
cultivo a 25°C con un fotoperiodo de 16:8 horas dia/noche y una intensidad luminica de 400
umol/m?s. El sustrato consisti6 en una mezcla de tierra, arena y perlita (70-20-10%,
respectivamente) contenido en macetas de 500 cm?. Las plantas fueron tratadas con cada
herbicida cuando alcanzaron el estadio de 4-6 hojas. Las dosis de herbicida que se utilizaron
fueron: 0,0625X; 0,125X; 0,250X; 0,5X; 1X; 2X; 4X; 8X y 16X, siendo X= 100 g i.a./ha para
imazetapir, X= 50 g i.a./ha para clorimurén-etil, X= 30 g i.a./ha para diclosulam. Estas
tltimas dosis corresponden a las recomendadas en el marbete de cada herbicida. Ademas,
en cada subpoblacion se incluyd un control sin aplicacién de herbicida (dosis 0X). La
aplicacion de los herbicidas se llevé a cabo utilizando un equipo aspersor de presiéon
constante con boquillas de ventilador planas a 206,84 kPa, calibrada para suministrar 116
L/ha. Se registré el nimero de plantas sobrevivientes tres semanas después del tratamiento.
También se determindé el peso seco, luego de colocar las muestras cosechadas de las
plantas sobrevivientes en la estufa a 60°C durante 48 horas. Los datos se expresaron como
porcentaje de supervivencia y peso seco en relacion al control no tratado. El experimento se
realizd con un disefio completamente aleatorizado con cinco repeticiones por dosis, donde

cada maceta con tres plantas fue la unidad experimental.

Se obtuvieron las curvas dosis-respuesta por ajuste a un modelo de regresiéon no
lineal utilizando el software SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA,

USA) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

min + (max — min)
y= X
1+ @

donde y representa el porcentaje de respuesta (supervivencia o peso seco) a las dosis de
herbicidas, x es la concentracion de herbicida, min es la asintota inferior o respuesta a una
dosis de herbicida infinitamente alta; max representa la asintota superior o respuesta
cuando la dosis de herbicida es cero, a es la pendiente de la curva en el punto de inflexion y
b es la concentracion de herbicida requerida para producir una reduccién del crecimiento del

50% (GRsg) 0 una reduccion del 50% de la supervivencia (LDso).

Los datos se analizaron mediante la prueba t-Student para comparar los LDsy Y. GRsy

de las dos subpoblaciones.

El factor de resistencia (FR) se calcul6 dividiendo el valor LDsg 0 GRgy determinado
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de la subpoblacién resistente por el de la subpoblacion susceptible.

2.2.4 Ensayo de inhibicion de la actividad enzimética ALS in vitro

Se realizaron ensayos de inhibicion de la actividad ALS en extractos proteicos
parcialmente enriquecidos en dicha enzima. Se obtuvieron los extractos a partir de hojas
jévenes de seis plantas de cada subpoblacion. Se trituraron seis gramos de tejido en
morteros conteniendo nitrégeno liquido, se resuspendié en dos voliumenes de buffer de
extraccion (fosfato de potasio 100 mM pH 7,5; cloruro de magnesio 0,5 mM; TPP 0,5 mM;
FAD 10 uM; piruvato de sodio 10 mM; glicerol 10% V/V) y se enriquecié en la proteina de

interés mediante precipitacion con sulfato de amonio, de acuerdo a Poston et al. (2002).

La actividad enzimética se determindé midiendo la cantidad de acetoina formada en
presencia de diferentes concentraciones de imazetapir, clorimurén-etil y diclosulam, segun el
método de Westerfeld con algunas modificaciones (Yu et al., 2010). Este método consiste
en la conversién del acetolactato (producto de la reaccién catalizada por la ALS) en
acetoina, en medio acido y la formacién de un complejo rosado-rojo en presencia de a-naftol

y creatina.

Se ensay0 la actividad ALS en 200 pl de volumen final, que contenian 40 pl de
extracto en buffer de reaccién (fosfato de potasio 50 mM pH 7,5; cloruro de magnesio 20
mM; TPP 2 mM; FAD 20 upM; piruvato de sodio 200 mM) y 5 pl de herbicida. Las
concentraciones finales ensayadas fueron: 0; 0,25; 1; 5; 250 y 1000 uM para imazetapir y O;
0,025; 0.1; 0,25; 1; 5; 25 y 250 uM para clorimurén-etil y diclosulam. Las reacciones se
incubaron durante una hora a 37°C y luego se detuvieron con el agregado de 16 pul de &acido
sulfarico 6 N e incubacion durante 15 minutos a 60°C. Se afiadié a-naftol (5,5% P/V, disuelto
en hidroxido de sodio 5 N) y creatina (0,55% P/V) y luego de una incubaciéon de 15 minutos
a 60°C se determind el contenido de acetoina de cada mezcla de reaccién a 490 nm

mediante un lector de microplacas BioTek (ELX 800).

En cada ensayo se incluyeron controles de acetolactato inicial, impidiendo la
reaccion mediante el agregado de acido sulfarico 6 N a tiempo cero. Ademas, se realizé un
control negativo agregandole al extracto hidroxido de sodio 5 N una vez finalizado el tiempo
de incubacion. Este control negativo se utiliza para cuantificar otros procesos celulares que
eventualmente pudieran estar ocurriendo (piruvato descarboxilasa y otras multiples enzimas
formadoras de acetoina) (Forlani et al., 1999; Dayan et al., 2015). Los datos corregidos por
los controles se expresaron como porcentaje de actividad residual en relacién a la actividad

en ausencia de herbicida. La inhibicion enzimética se calcul6 como ls,, que representa la
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concentracion de herbicida a la cual la actividad enzimatica se reduce a la mitad de la
actividad en ausencia de herbicida. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y se

repitieron tres veces los experimentos.

Los datos de actividad residual se ajustaron a una curva logistica de tres pardmetros,
utilizando SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA), bajo la

siguiente ecuacion:

a
y=—%—
_~ \b
1+ (759

donde y es el porcentaje de actividad residual a cada concentracion de herbicida en relacion
al control (en ausencia del herbicida), x es la concentracion de herbicida, a es la asintota
superior o respuesta cuando la dosis de herbicida es cero, b es la pendiente de la recta en
el punto |5y € Iso es la concentracién de herbicida a la cual la actividad enzimatica se reduce

a la mitad de la actividad en ausencia de herbicida (50% de actividad residual).

Los datos se analizaron mediante la prueba t-Student para comparar los Isg de las

dos subpoblaciones.

El factor de resistencia (FR) se calcul6 dividiendo el valor Isy determinado de la

subpoblacion resistente por el de la subpoblacién susceptible.

2.2.5 Analisis de las bases moleculares de la resistencia
2.2.5.1 Extraccién de ADN gendmico

Se extrajo ADN gendmico (ADNg) a partir de hojas jovenes de diez plantas de cada
subpoblacion. Las extracciones se llevaron a cabo utilizando el kit “GenElute TM Plant
Genomic DNA Miniprep”, segun instrucciones del fabricante (Sigma, Cat. G2N350). La
concentracion de las soluciones de ADNg se estimaron mediante comparacion visual de una
fraccion de la muestra corrida en geles de agarosa al 1% P/V tefiidos con bromuro de etidio,
junto con un patron de digestion de ADN del fago lambda sembrado en una cantidad
conocida. La concentracion incognita se estimé por comparacion de las intensidades de las
bandas observadas en el gel al exponer el mismo a luz UV. Este proceso también sirvié para

verificar la integridad del ADNg.

2.2.5.2 Reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Se utilizaron muestras compuestas de ADNg como molde para la amplificacion del

gen ALS (subunidad catalitica) con cebadores especificamente disefiados sobre secuencias
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disponibles de especies cercanas (McNaughton et al., 2005; Patzoldt y Tranel, 2007). Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50 pl conteniendo: 0,2 mM
mezcla de dNTPs, 0,5 uM cebadores, buffer de amplificacién 1X (suministrado por el
proveedor de la enzima), buffer enhancer 1X (suministrado por el proveedor de la enzima) y
1 U de Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (Biolabs New England, Cat. M0491S). El gen
ALS completo fue amplificado mediante los siguientes cebadores:

ALSfBamHI sentido: 5" - GTCGGATCCCTTCAAGCTTCAACAATGG - 3

ALSrSacl antisentido: 5" - GTCGAGCTCCCTACAAAAAGCTTCTCCT - 3

Se realiz6 la amplificacién del gen mediante el siguiente protocolo: 2 minutos a 95°C,
seguido de 30 ciclos compuestos por tres etapas: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 52°C
y 2 minutos a 72°C; y una etapa de 10 minutos a 72°C. Los productos se incubaron 15
minutos a 72°C con la enzima GoTaq ®ADN Polimerasa (Promega, Cat. M3001) para el
agregado de desoxiadenosina trifosfato terminal y se analizaron por electroforesis en geles

de agarosa 1% P/V tefidos con bromuro de etidio.

2.2.5.3 Clonado en el vector pGEM-T Easy y transformacién genética de células

bacterianas con ADN plasmidico

Se ligaron los fragmentos de interés obtenidos por PCR al vector pGEMT Easy,
segun las instrucciones del fabricante (Promega, Cat. A3600). La mezcla de ligacion se
realiz6 en un volumen final de 10 ul conteniendo buffer de ligacion 1X (suministrado por el
proveedor de la enzima), 3 U de T4 ADN ligasa (Promega, Cat. M180A) y diferentes
relaciones de vector: producto de amplificacién purificado. La reaccién se incub6 durante
toda la noche a 4°C. Se prepararon células Escherichia coli DH5a quimicamente
competentes y se transformaron de acuerdo a Sambrook y Russell (2001). Las células
transformadas se seleccionaron en placas con medio Luria-Bertani (LB) agar con ampicilina
(100 pg/ml) y el andlisis de las colonias con el ADN plasmidico de interés se realizé por PCR
colonia especifica utilizando cebadores especificos para el gen. Las colonias en las que se
observé un producto de PCR del tamafio esperado, se utilizaron para inocular 5 ml de medio
LB con ampicilina (100 pg/ml) y luego de incubarse durante toda la noche a 37°C con
agitacion, se extrajo el ADN plasmidico mediante el kit GenElute™ Plasmid Miniprep segun
instrucciones del fabricante (Sigma, Cat. NA1060). Posteriormente, se analizé este ADN

plasmidico digiriéndolo con endonucleasas de restriccion (BamHI y Sacl, Promega Cat.
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R6021, R6061) que produjeran un patrén distintivo de fragmentos de ADN por la migracion
en un gel de agarosa 1% P/V.

2.2.5.4 Secuenciacion y andlisis

Las construcciones obtenidas se secuenciaron a través del servicio proporcionado
por Macrogen Inc. (Corea del Sur). La secuenciacién se realiz6 con los primers T7 y SP6
para el vector p-GEM-T easy y un cebador especifico (pl4dals): 5 -
CCTGAATGGCGTATTGCGGAGG - 3', para cubrir la regién interna del inserto.

Se alinearon las lecturas de secuenciacion con las secuencias de referencia del
género Amaranthus obtenidas del NCBI. El alineamiento se realiz6 utilizando el algoritmo
Cluster W del software Unipro Ugene v1.11.2. Todas las secuencias fueron traducidas y

alineadas para buscar sustituciones de aminoacidos.

31



Capitulo 1

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION:

2.3.1 Niveles de resistenciain vivo a herbicidas inhibidores de la ALS en la

subpoblacién de Totoras

Con el objetivo de confirmar y cuantificar la sospechada resistencia de la
subpoblacién Tot a inhibidores de la ALS se llevaron a cabo ensayos dosis-respuesta. Si
bien a campo no fue utilizado ningun tratamiento con triazolopirimidinas, se decidi6 incluir
igualmente esta tercera familia de inhibidores de la ALS en nuestro ensayo, dada las altas
probabilidades de encontrar resistencia cruzada en el modelo bajo estudio. El porcentaje de
supervivencia de la subpoblacion Tot a la dosis de herbicida recomendada a campo
(imazetapir 100 g i.a./ha, clorimurén-etil 50 g i.a./ha, diclosulam 30 g i.a./ha) fue mayor al
80% del control para todos los herbicidas (Figura 1, A-C). Ademas, la biomasa remanente
de las plantas sobrevivientes a esta dosis varia entre el 100 y 85% del control para
clorimurén-etil y diclosulam mientras que para imazetapir es alrededor del 45% (Figura 1, D-
F). Cabe destacar que, con los herbicidas clorimurén-etil y diclosulam no se logré reducir al
50% la supervivencia de la subpoblacién Tot aun cuando se utilizé una dosis 16 veces

mayor a la recomendada a campo.

Los factores de resistencia (FR) obtenidos a partir de los GRgy, 0 LDsy son
significativamente mayores a 1 para todos los herbicidas testeados (Tabla 3). Asi, por
ejemplo, para imazetapir se deberia incrementar 121 veces la dosis aplicada sobre la

subpoblacion Tot para equiparar el control logrado sobre las plantas susceptibles.
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Figura 1. Efecto de los herbicidas inhibidores de la ALS sobre la supervivencia y biomasa
de A. palmeri. Los resultados se expresan como porcentaje de supervivencia (A-C) y peso
seco (D-F) relativo a los controles no tratados. En algunos casos (B, C y F) las dosis del
herbicida aplicado no provocaron una reduccion sustancial de las variables en estudio, lo
cual imposibilité el ajuste de los datos a la curva paramétrica. Las flechas sobre el eje x
indican la dosis aplicada a campo (1X) de cada principio activo. Las barras verticales
representan + el error estandar de la media.
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- - Peso seco Supervivencia
Herbicida Subpoblacién GReg FR R? [Deo FR R?
Imazetapir Tot 79+26* 20,8 0,88 1327+50* 120,6 0,99

Tuc 3,8+0,6 - 0,99 1143 - 0,95
. Tot 107+27* 14,6 0,87 >480 >40 -
DilfosL Tuc 7.3%0,8 099 1242 - 094
Clorimurén-etil Ui >800  >93 - >800 U )
Tuc 86+11 - 0,95 73%17 - 0,86

Tabla 3. Respuesta a herbicidas del grupo B de las subpoblaciones Tot y Tuc. Parametros
de las curvas dosis-respuesta. Las valores de GRs, (reduccion del crecimiento media) y LDx
(dosis letal media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de resistencia (FR)
representan el cociente entre los parametros de GRs, y LDsg de las subpoblaciones Tot y
Tuc. R? representa el coeficiente de determinacién del ajuste utilizado. Los * indican
diferencias estadisticamente significativas para cada herbicida entre las subpoblaciones
ensayadas (prueba t-Student, p< 0,05).

Estos resultados demuestran que la subpoblacién Tot tiene resistencia cruzada a tres
herbicidas inhibidores de la ALS pertenecientes a diferentes familias quimicas:
imidazolinonas (imazetapir), triazolopirimidinas (diclosulam) y sulfonilureas (clorimurén-etil) y
confirma lo observado a campo. La resistencia cruzada a distintos herbicidas del grupo B
también se ha observado en poblaciones de yuyo colorado de otros paises, donde el
mecanismo asociado al sitio de accién fue el mas reportado como responsable de esta
resistencia (Burgos et al., 2001; Wise et al., 2009; Netto et al., 2016; Nakka et al., 2017;
Kupper et al., 2017; Singh et al. 2019). En la zona de produccién de mani de nuestro pais,
se confirm@ la presencia de poblaciones de A. palmeri con resistencia cruzada a las mismas
tres familias quimicas de herbicidas evaluadas en este trabajo (Berger et al., 2016). Sin

embargo, el mecanismo de resistencia de dichas poblaciones aun no se ha dilucidado.

2.3.2 Evaluacién in vitro de la actividad enzimética ALS en presencia de herbicidas

del grupo B

Se realizaron ensayos de inhibiciobn de la actividad ALS en extractos proteicos
parcialmente enriquecidos en dicha enzima para determinar la sensibilidad de la ALS de la

subpoblacion Tot a los herbicidas del grupo B y establecer el nivel de resistencia a éstos.

No hubo diferencias significativas en los niveles de actividad de ALS in vitro entre las
subpoblaciones en ausencia de los herbicidas. La actividad especifica de los controles no
tratados oscil6 entre 0,02-0,04 U mg™, similar a los valores reportados para extractos crudos

de otras especies (Forlani et al. 1991; Durner et al., 1991).

Sobre la base de los valores de I, obtenidos a partir de las curvas de inhibicion

enzimatica (Tabla 4), se puede afirmar que la subpoblacién Tot tiene una isoforma de la
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enzima ALS con una sensibilidad reducida a los tres herbicidas testeados, comparado con la
subpoblacién Tuc. De acuerdo a los valores de FR, la resistencia es considerablemente alta
para imazetapir (FR= 44 veces), moderada para clorimurén-etil (FR= 9,3 veces) y baja
aunque significativa para el diclosulam (FR= 2,8 veces). Estos resultados coinciden con lo
observado anteriormente en las curvas dosis-respuesta y apoyan firmemente la hipétesis de
que la resistencia a sulfonilureas, imidazolinonas y triazolopirimidas de la subpoblacion Tot

se debe principalmente a la presencia de un mecanismo asociado al sitio de accion.

i - Parametros

Herbicida Subpoblacién b oo FR R’
Imazetapir Tot 102+6 0,6%0,1 22+6* 44 0,98
Tuc 96+15 0,940,1 0,5+0,3 - 097
Diclosulam Tot 100+7 0,15+0,04 0,017+0,003* 2,8 0,94
Tuc 103+2 0,42+0,05 0,0060+0,0006 - 0,98
Clorimurén-etil Tot 100+2 0,30+0,03 0,014+0,005* 9,3 0,99
Tuc 101+1 0,53+0,03 0,0015+0,0004 - 0,99

Tabla 4. Sensibilidad a herbicidas del grupo B de la ALS de las subpoblaciones Tot y Tuc.
Pardmetros de las curvas de inhibicibn de la actividad ALS. Abreviaturas: a: asintota
superior (% Actividad residual); b: pendiente de la recta en el punto Iso (% Actividad residual
UM™Y y Iso: inhibicion de la actividad media (uM). Los factores de resistencia (FR)
representan el cociente entre los valores de I, de las subpoblaciones Tot y Tuc. Los *
indican diferencias estadisticamente significativas para cada herbicida entre las
subpoblaciones ensayadas (prueba t-Student, p< 0,05).

La resistencia a inhibidores de la ALS, en la mayoria de las malezas, se debe
principalmente a mecanismos de RT asociados a mutaciones puntuales en el gen ALS (Yuy
Powles, 2014), tal como se ha reportado en poblaciones de A. palmeri (Molin et al., 2016;
Klpper et al., 2017; Singh et al., 2019) y en otras especies (White et al., 2003; McNaughton
et al., 2005; Ashigh y Tardif, 2007; Matzrafi et al., 2017). En nuestro pais se ha informado
este tipo de mecanismo en poblaciones de A. hybridus con resistencia cruzada a los
herbicidas del grupo B (Larran et al., 2018). Todo esto da indicios de que el mecanismo de
RT en la subpoblacion Tot podria deberse a cambios en la secuencia de bases nucleotidicas
del gen de la ALS.

2.3.3 lIdentificacion de los alelos del gen blanco de los herbicidas inhibidores de la
ALS

Se realiz6 el clonado y la secuenciacion del gen ALS completo (subunidad catalitica)
para identificar los alelos de dicho gen presentes en la subpoblacién de A. palmeri de
Totoras y analizar la presencia de mutaciones que confieran resistencia a los herbicidas del

grupo B. EIl estudio de las secuencias de clones individuales permiti6 determinar si
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diferentes mutaciones estan en el mismo o distintos alelos y un analisis comparativo de la
variabilidad entre las subpoblaciones Tot y Tuc y dentro de cada una. El gen ALS de A.
palmeri tiene 2007 pb, no posee intrones y codifica para una proteina de 669 AA.

Todas las secuencias de genes ALS de la subpoblacion Tuc mostraron una identidad
de amino&cidos del 100% entre ellas (presentando sélo algunas mutaciones silentes),
mientras que para la subpoblacion Tot, varios clones presentaron mutaciones que producen
sustituciones de aminoacidos. Todas las sustituciones encontradas en el marco de lectura
abierto completo se muestran en la Tabla 5, asi como también los nimeros de acceso para
las secuencias completas cargadas en las bases de datos del NCBI. Se identificaron ocho
alelos con mutaciones para el gen ALS en la subpoblacion resistente. Si bien se trabajo con
muestras de ADN gendmico proveniente de varias plantas como molde (“pool” de ADNQ)
para la amplificacién del gen ALS, el numero de alelos diferentes identificados fue mayor al
esperado, teniendo en cuenta que A. palmeri es una especie diploide con una copia Unica
del gen ALS (Ferguson et al.,, 2001). Esta alta variabilidad alélica en la subpoblacion
resistente podria explicarse por diversos factores tales como la alta presion de seleccién
ejercida por el control quimico, la naturaleza de polinizacién cruzada obligada de esta
especie y la gran cantidad de mutaciones capaces de conferir resistencia a inhibidores de la
ALS dentro del gen en estudio (McCourt et al., 2006).

NUmero de Acceso

Subpoblacion Alelos Sustitucion ALS A. palmeri

(GenBank)

Tuc Wt - - KY781916
R1 D376E D375E =
R2 A205V A200V -

R3 A122S-A282D A117S-A282D KY781920

R4 A282D A282D KY781917

Tot R5 W574L W573L KY781918

R6 S653N S652N KY781923

R7 A282D-S653N A282D-S652N KY781921

P84H-A282D- P84H-A282D-
it S653N S652N S

Tabla 5. Diferencias de aminoacidos detectadas en el marco de lectura abierto de la ALS de
la subpoblacién resistente (Tot) en comparaciéon con la susceptible (Tuc). Los aminoacidos
estan numerados segun la secuencia de ALS de A. thaliana, con la excepcion de A282D,
que es numerada segun la secuencia de ALS de A. retroflexus debido a la presencia de un
indel en la secuencia de A. thaliana.

En la subpoblacion Tot se encontraron sustituciones en cinco de los ocho sitios
conocidos de la secuencia aminoacidica de la ALS que le otorgan resistencia a los
herbicidas del grupo B: A122, A205, D376, W574 y S653. También se observd un cambio en
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la posicion A282, que se localiza dentro de una regidon poco conservada, cercana a un
fragmento ausente en la secuencia de referencia de A. thaliana; y otra sustitucién en la
posicion 84, cercana al limite del péptido sefial predicho. Las sustituciones A122T, P197A,
P197S, W574L y S653N ya habian sido informadas para esta especie como responsables
de la resistencia a los herbicidas del grupo B (Molin et al., 2016; Kipper et al., 2017, Nakka
et al., 2017; Singh et al., 2019). En cambio, las sustituciones A122S, A205V, A282D, D376E
fueron reportadas por primera vez en A. palmeri en este trabajo de investigacion.

De las 31 sustituciones de aminoacidos que confieren resistencia a herbicidas a la
ALS de plantas, se ha demostrado que las sustituciones W574L y D376E son las Unicas que
proporcionan resistencia a todas las familias de herbicidas inhibidores de la ALS (Whaley et
al., 2007; Beckie y Tardif, 2012).

Con respecto a la sustitucion S653N, ésta causa alta resistencia a herbicidas de la
familia de las IMI, pero baja o nula a herbicidas de las familias de las SU y TP (Tranel et al.,
2019). Recientemente, en Brasil se han detectado poblaciones de A. palmeri con esta
sustitucion en heterocigosis y resistencia a herbicidas de la familia de las SU; sin embargo,

no se estudio la resistencia cruzada a otros herbicidas (Kupper et al., 2017).

La sustitucion A205V en ALS es poco comun; se ha encontrado sélo en cinco
especies: Xanthium strumarium L., Helianthus annuus L., Amaranthus retroflexus L.,
Solanum ptychanthum Dunal Solpt y Conyza canadensis (L.) Cronquist (Woodworth et al.,
1996; White et al., 2003; McNaughton et al., 2005; Ashigh y Tardif, 2007; Matzrafi et al.,
2017). Esta mutacion confiere una alta resistencia a las IMIl y una baja o nula resistencia a
las SU dependiendo de la especie. En A. retroflexus especificamente, el cambio A205V
proporciona resistencia a imazetapir (IMI) pero no a tifensulfuron-metil (SU) (McNaughton et
al., 2005).

Por ultimo, en la posicion A122 se han informado varias sustituciones (T, V, Y y N)
gue confieren resistencia a los herbicidas del grupo B (Tranel et al., 2019). Sin embargo,
esta es la primera vez que se detecta la sustitucion de la alanina por una serina en esta
posicion en plantas. Esta mutacion, anteriormente observada solo en levaduras (Falco et al.,
1989), confiere resistencia a las SU. No obstante, las demds sustituciones en esta posicion
pueden conferir resistencia tanto a las IMI como a las SU (Yu y Powles, 2014).
Recientemente, se ha reportado que la sustitucion A122N encontrada en Echinochloa crus-
galli (L.) P. Beauv proporciona también resistencia a TP y a los &cidos pirimidiniltiobenzoicos
(PTB) (Panozzo et al.,, 2017). En A. palmeri, se encontré la sustitucibon Al22T en

poblaciones de Arkansas pero aun no se determiné a qué familias de herbicidas confiere
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resistencia (Singh et al., 2019).

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la resistencia cruzada a
herbicidas del grupo B en la subpoblacion Tot se debe a la presencia de multiples alelos del
gen ALS, que confieren resistencia a diferentes herbicidas en distintos niveles. EI mayor
nivel de resistencia que se observa en los ensayos in vitro para las IMI (imazetapir) podria
deberse a que la subpoblacibn Tot presenta al menos seis alelos del gen ALS con
mutaciones que confieren principalmente alta resistencia a las IMI, sin considerar la
frecuencia alélica de cada uno de los ocho alelos identificados. Paralelamente, si bien no
hay indicios para sospechar de la presencia de mecanismos no asociados al sitio de accién,

una contribucion de los mismos no puede ser descartada.

Finalmente, la presencia de sustituciones que confieren resistencia a las cinco
familias de herbicidas inhibidores de la ALS limitan las posibilidades de control de A. palmeri
con herbicidas de este modo de accidbn en la zona muestreada. No obstante, la
caracterizacién in vivo e in vitro de las sustituciones A122S, A282D, D376E y A205V,
reportadas por primera vez en A. palmeri en este trabajo de tesis, es de importancia para

determinar a qué herbicidas confieren resistencia en esta especie y en qué niveles.
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2.4  CONCLUSIONES:

A través de la metodologia aplicada fue posible confirmar la resistencia cruzada a
inhibidores de la ALS de tres familias quimicas (IMIl, SU y TP) en la subpoblacién de A.
palmeri hallada en Totoras. Se determinaron las bases moleculares que explican el fenotipo
de resistencia, demostrando que esta asociada principalmente a mecanismos de RT,
especificamente a cambios en la secuencia de bases del gen de la ALS. Producto de esta
investigacion, se encontr6 que la subpoblacion presenta dos sustituciones de aminoécidos
(W574L y S653N) en la enzima ALS previamente informadas en la especie y cuatro
sustituciones (A122S, A282D, D376E y A205V) detectadas por primera vez en A. palmeri.
Cabe destacar, ademas, que la sustituciéon A122S sélo se habia observado en levaduras
hasta el momento. Debido a que la subpoblacion Tot posee mdltiples sustituciones en la
enzima ALS que confieren resistencia a diferentes herbicidas del grupo B, es probable que
esta subpoblacién tenga resistencia cruzada también a otros herbicidas y familias quimicas
no estudiadas en este trabajo de investigacion, lo cual hace que los herbicidas con ese
modo de accién posiblemente ya no sean una opcién para el control de A. palmeri en la

zona muestreada.
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CAPITULO 2

ESTUDIO COMPARATIVO DE SIETE ISOFORMAS DE LA ENZIMA ACETOLACTATO
SINTASA HALLADAS EN LA SUBPOBLACION DE TOTORAS

3.1 INTRODUCCION:

La acetolactato sintasa (ALS) o acetohidroxiacido sintasa (AHAS), proteina blanco de
los herbicidas del grupo B pertenece a la superfamilia de las enzimas dependientes de
tiamina bifosfato (ThDP). En la reaccién catalizada por la ALS, este cofactor reacciona con
el piruvato formando un intermediario (hidroxietil-ThDP-enzima) y luego con el aceptor 2-
cetoacido (2-cetobutirato o piruvato) para formar el correspondiente acetohidroxiacido (2-
aceto-2-hidroxibutirato o0 2-acetolactato). EI ThDP estd unido al sitio activo por un ion
metélico divalente, Mg?*, que coordina al grupo bifosfato del ThDP y a tres residuos
altamente conservados en estas proteinas. La ALS requiere también de flavina adenina
dinucleétido (FAD) como cofactor, aunque éste no participa de las reacciones principales
(Duggleby et al., 2008).

La ALS es de cadificacion nuclear, la traduccién ocurre en ribosomas citosolicos y la
enzima madura se localiza en cloroplastos (Miflin, 1971; Jones et al., 1985). Al igual que en
otras proteinas de localizacion cloroplastica, la ALS es sintetizada como un precursor de
mayor peso molecular que la forma madura, el cual es subsecuentemente translocado y
procesado (Bascomb et al., 1987). La secuencia N-terminal de la proteina madura de
especies de plantas aun no ha sido determinada con precisién, pero diversos grupos de
investigacion propusieron que el corte del péptido sefial involucra la remocion de los
primeros 70-85 aminodacidos, dependiendo de la especie vegetal (Wiersma et al., 1989;
Rutledge et al., 1991; Chang y Dugglebly, 1997).

La enzima ALS estd compuesta por dos tipos de subunidades, una denominada
catalitica y la otra regulatoria. La subunidad catalitica es activa por si sola y la subunidad
regulatoria, en cambio, estimula la actividad de la subunidad catalitica (no posee actividad
ALS) y participa en la regulacion por retroalimentacion negativa, o que implica que la
enzima es inhibida por los productos finales de la via (isoleucina, valina y leucina) (Lee y
Duggleby, 2001).

Se ha determinado la estructura cristalina de la subunidad catalitica de la ALS de
Arabidopsis thaliana (denominada AtAHAS) unida a distintos herbicidas de las cinco familias
quimicas del grupo B (IMI, SU, TP, PTB y SCT) (codigos PDB: 1YBH, 1YHY, 1YHZ, 1YI0,
1YI1, 1Z8N, 5K20, 5K3S, 5K6T, 5K6R y 5WJ1; McCourt et al., 2006; Garcia et al., 2017;
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Lonhienne et al., 2018). Sin embargo, hasta el momento no se ha podido resolver su
estructura cristalina en ausencia de herbicidas, siendo esta ya obtenida para
Saccharomyces cerevisiae (Pang et al., 2002). McCourt et al. (2006) resolvieron por primera
vez la estructura cristalina de AtAHAS en presencia de SU e IMI, concluyendo que su
subunidad catalitica es un homotetramero. Cada polipéptido de la subunidad consiste en
tres dominios, a (residuos 86-280), B (residuos 281-451), y (residuos 463-639) y una cola C-
terminal; y asociado a cada monomero se encuentran los cofactores FAD y Mg-ThDP y una

molécula de SU o IMI.

En la interfase de los monémeros se localiza el sitio activo de la enzima, por
consiguiente, el requerimiento minimo para la actividad de la enzima es que se encuentre
como dimero (Duggleby et al., 2008). El sitio activo de la ALS se encuentra al final de un
canal hidrofébico. Los herbicidas del grupo B se unen a dominios de unién al herbicida que
se encuentran en el acceso al canal, blogueando asi el ingreso del sustrato al sitio catalitico
(Yuy Powles, 2014).

Recientemente se ha informado que la inhibicion de la ALS por los herbicidas del
grupo B se debe también a efectos especificos que los herbicidas inducen, tales como la
inactivacion oxidativa de la enzima y la alteracién quimica del cofactor ThDP (Garcia et al.,
2017; Lonhienne et al., 2018).

La inactivacién oxidativa de la enzima es un proceso que implica la oxidacion del
cofactor FAD, inhibiendo asi la enzima. La oxidacién del FAD se da por una serie de
reacciones de oxidacién desencadenadas por especies reactivas del oxigeno, las cuales son
producidas por una reaccién lateral oxigenasa de la ALS (Lonhienne et al., 2016). Con
respecto a la alteracion quimica del cofactor ThDP, se ha demostrado que los herbicidas
pueden generar una forma degradada u oxidada del cofactor. El cofactor modificado no es
activo y la Unica manera de restaurar la actividad de la ALS es reemplazarlo por uno intacto.
Se ha propuesto que este modo de inhibicion es importante en condiciones fisioldgicas
donde la concentracién de ThDP libre es baja, como en los tejidos meristematicos de las

malezas (Garcia et al., 2017).

Los herbicidas estructuralmente diferentes se orientan de distintas maneras en el
dominio de union al herbicida, con una superposicion parcial. Esta superposicion ocurre
principalmente en la parte mas profunda del canal, donde se insertan los anillos
heterociclicos de los herbicidas. Cabe destacar que las IMI son la Unica familia quimica que
se une en la entrada del canal de acceso al sitio activo, disponiendo su parte de mayor

tamafio hacia la superficie de la proteina (Garcia et al., 2017).
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Los herbicidas del grupo B son inhibidores no competitivos o acompetitivos que se
unen preferentemente al intermediario hidroxietil-ThDP-enzima (Duggleby et al., 2008).
Estos herbicidas se describieron como herbicidas de union lenta (el porcentaje de inhibicién
aumenta con el tiempo) (Durner et al., 1991; Chang y Duggebly, 1997). Sin embargo,
recientemente se determind que el efecto que se observaba por la posible union lenta se
deberia en realidad a un mecanismo de inhibicion acumulativo inducido por el herbicida,
como se describié anteriormente. Este mecanismo es dependiente del tiempo, reversible y
produce la inactivacién oxidativa de la enzima (Garcia et al., 2017; Lonhienne et al., 2016;
Lonhienne et al., 2018).

Las constantes de inhibicibn (Ki) de la enzima AtAHAS se determinaron para
herbicidas de las cinco familias quimicas (Garcia et al., 2017; Lonhienne et al., 2018). El
imazaquin (IMI) tiene una Ki significativamente mayor (>1000) a las Ki de los demas
herbicidas, lo que implica una baja afinidad de la enzima por dicho herbicida. No obstante,
este herbicida tiene una potencia igual que los demas y requiere una dosis de aplicacién
similar. Esto se puede explicar en parte por el mecanismo de inhibicién acumulativo sumado

al metabolismo lento de las IMI que permite que actlen por mas tiempo (Garcia et al., 2017).

Existen un gran nimero de mutaciones en el gen de la ALS que confieren resistencia
a los herbicidas del grupo B, ya que producen un cambio en la estructura de la enzima que
afecta la interaccion con el herbicida (Yu y Powles, 2014). Por lo tanto, es muy probable que
algunas mutaciones que confieren resistencia perjudiquen la funcionalidad de la ALS. De
hecho, para otros herbicidas se sabe que ciertas mutaciones que otorgan resistencia
reducen la actividad enzimatica (Vila-Aiub et al., 2019; Yu et al., 2007a), pero la situacion es
compleja para la ALS. Dependiendo de la especie y de la sustituciébn en particular que
confiere resistencia, hay estudios que muestran diferentes efectos sobre la actividad ALS,
como por ejemplo una reduccion (Ashigh y Tardif, 2007), un aumento (Yu et al., 2003; Yu et
al., 2007b) o sin cambios (Preston et al., 2006). Es importante sefialar que, de las 31
sustituciones de aminoé&cidos conocidas que confieren resistencia a los herbicidas del grupo
B en especies de malezas, solo unas pocas han sido evaluadas por su impacto tanto en la

funcionalidad de la ALS como en el crecimiento de las plantas.

Conocer a qué familia de herbicidas da resistencia cada sustitucién en la ALS y su
efecto en los pardmetros cinéticos de la enzima nos da informacion del costo-beneficio de
cada mutacién. Esto es, si una mutacién proporciona altos niveles de resistencia a distintos
herbicidas, pero afecta considerablemente la cinética de la enzima, esta mutacion podria

tener un impacto (costo biologico) en la supervivencia y/o reproduccion de las plantas
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resistentes, lo cual reduce su frecuencia en comparacion con la de las plantas sin alelos de
resistencia, en ausencia del herbicida. Entonces, la mutacion seria beneficiosa sélo en
presencia del herbicida. Asi, la identificacion de las mutaciones en el gen ALS, el estudio de
la resistencia que confieren y su efecto sobre la eficiencia catalitica de la enzima
proporcionan informacion til para la prediccion del costo bioldgico asociado a la resistencia
en especies de malezas y en nuevos cultivos transgénicos, asi como también para el

desarrollo de estrategias de control eficientes.

La validez de cualquier mediciébn de las propiedades cataliticas de una enzima
depende de un ensayo de actividad adecuado. En la mayoria de los estudios sobre la
enzima ALS, su actividad se mide utilizando un ensayo colorimétrico discontinuo en el cual
las muestras se incuban durante un tiempo fijo, entre 30 minutos-2 horas, y luego se dosa el
acetolactato producido por la enzima convirtiéndolo en acetoina, que forma un complejo
coloreado por reaccion con creatina y a-naftol (Westerfeld, 1945). La gran ventaja de este
ensayo es su excelente sensibilidad que permite medir rutinariamente actividades de 10 U
de enzima. Sin embargo, su principal desventaja es su naturaleza discontinua: si la
formacion del producto no es lineal en el tiempo, la velocidad medida entonces no sera la
inicial y esto lo hace inadecuado para el estudio de la cinética de la enzima (Duggleby y
Pang, 2000).

Para el estudio de la cinética de la ALS existe un método continuo basado en la
disminucién de la absorbancia a 333 nm debido al consumo del piruvato. Este ensayo es
aproximadamente 1000 veces menos sensible que el ensayo discontinuo y sélo es
adecuado para enzimas purificadas que estan disponibles en grandes cantidades (Duggleby
y Pang, 2000).

La purificacion de la ALS a partir de tejido vegetal es dificultosa y resulta en un muy
bajo rendimiento debido a su alta labilidad y baja abundancia. La expresion de enzimas en
sistemas heter6logos como Escherichia coli es una herramienta de gran utilidad para la
obtencion de grandes cantidades de proteinas que permiten su caracterizacion. Ademas,
mediante esta tecnologia se puede obtener facilmente una muestra que contenga soélo la
proteina de interés (ALS con la sustitucion especifica) y no otras versiones de la misma,
como seria el caso de extractos de plantas heterocigotas o aun de homocigotas conteniendo
més de una isoforma de la enzima. Si bien esto Ultimo estaria descartado, dado que el gen
de ALS es de copia Unica en A. palmeri, obtener una mutante homocigota para cada
sustitucién no resulta sencillo, dado que se trata de una especie vegetal diclino dioica con

una gran variabilidad alélica poblacional.
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Por todo lo expuesto, este capitulo tiene como objetivo obtener las distintas
versiones resistentes y susceptible de la enzima ALS en forma recombinante de la especie
A. palmeri para su posterior evaluacion mediante ensayos inhibitorios y caracterizacion

cinética.
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3.2 MATERIALES Y METODOS:

3.2.1 Subclonado en vector pET-32a (+)

Se procedi6 al subclonado de siete alelos del gen ALS (R1, R2, R3, R4, R5, R6 y Wt)
en el vector de expresion pET32a (+) (Novagen, Cat. 69015-3). La mezcla de ligacion se
realiz6 en un volumen final de 10 pl conteniendo buffer de ligacion 1X (suministrado por el
proveedor de la enzima), 3 U de T4 ADN ligasa (Promega, Cat. M180A) y diferentes
relaciones de vector: inserto. La reaccion se incubd durante toda la noche a 4°C. Se
prepararon células E. coli DH5a quimicamente competentes y se transformaron de acuerdo
a Sambrook y Russell (2001). Las células transformadas se seleccionaron en placas LB
agar con ampicilina (100 ug/ml). El analisis de las colonias con el ADN plasmidico de interés

se realiz6 como se describe en la seccion 2.2.5.3.

3.2.2 Expresién y purificacién de proteinas recombinantes

3.2.2.1 Induccidn de la expresién de las proteinas recombinantes y obtencion de

extractos celulares de E. coli

Los plasmidos con las distintas versiones ALS se utilizaron para transformar
bacterias quimicamente competentes E. coli BL21 (DE3) Codon plus. Las células
transformadas se seleccionaron en placas LB agar con cloranfenicol (50 ug/ml) y ampicilina
(100 pg/ml).

Las colonias transformadas con cada plasmido se crecieron a 37°C en 8 ml de medio
LB con ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (50 pug/ml), durante toda la noche en agitacion.
Cada cultivo fue utilizado para inocular 400 ml de medio LB en presencia de los antibiéticos
correspondientes y se crecié a 30°C con agitacion hasta alcanzar una DO (600 nm) de 0,6
UA. Luego de tomar una alicuota control antes de inducir (Al), se indujo la expresion
agregando el inductor IPTG en una concentracion final de 100 pM y se continud la
incubacién a 25°C en agitacion toda la noche. Después de 1 hora (DI1) y de 16 horas (DI16)
de crecimiento inductivo se tomaron también alicuotas y el resto del cultivo se utilizé para la
purificacién de la proteina, previo andlisis de fracciones proteicas (fases soluble e insoluble

del extracto celular).

3.2.2.2 Purificacion de las proteinas recombinantes

Después de 16 horas de crecimiento, los cultivos se centrifugaron a 4000 x g a 4°C

durante 20 minutos. Se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron los pellets
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celulares en 5 ml de buffer de lisis compuesto por buffer de union (fosfato de potasio 10 mM
pH 7,5; cloruro de magnesio 5 mM; imidazol 10 mM; cloruro de sodio 150 mM; EDTA 1 mM;
glicerol 10% V/V), PMSF 1 mM, DTT 1 mM y cocktail inhibidor de proteasas (Promega, Cat.
G6521). La ruptura de las células se llevd a cabo mediante sonicacion (6 pulsos de 20
segundos 50% Amp, con intervalos de 1 minuto en hielo entre cada pulso). Luego, se
centrifugd a velocidad méaxima a 4°C durante 20 minutos y se guardaron alicuotas del
sobrenadante (fraccion soluble) y del pellet (fraccién insoluble) para el analisis de las
fracciones proteicas. Los sobrenadantes obtenidos de los lisados bacterianos se filtraron con

un filtro de 0,2 pm Minisart® (Sartorius) y fueron usados para la posterior purificacién.

La purificacion de las proteinas se realiz6 por medio de cromatografia de afinidad
utilizando columnas de niquel-agarosa, ya que las secuencias codificantes se expresaron
fusionadas a una secuencia de 6 histidinas (6xHis o hexa-Histidina) en el extremo amino
terminal, la cual es afin al niquel complejado a la resina de la columna. La resina que se
utilizé fue Profinity TM IMAC Ni-Charged Resin (Bio-Rad, Cat. 1560131) y se equilibré con
buffer de unién (se lavé con al menos 6 volimenes, previo a la siembra). Se sembré el
sobrenadante y se recirculo tres veces, para aumentar el rendimiento (maximizando la
capacidad de retencion). La elucién de la proteina de interés se realiz6 en un solo paso,
utilizando una concentracion de imidazol de 155 mM, tras realizar un lavado con al menos 5
volumenes con el buffer de unién luego de la siembra. Las fracciones se recogieron cada 1,5

ml; para su posterior chequeo y se almacenaron a -80°C.

Los extractos celulares (Al, DI1 y DI16), las distintas fracciones (soluble e insoluble) y
las diferentes alicuotas de la purificacion de cada version ALS, se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y
posterior tincién con azul de Coomassie 0,1% P/V (Biopack). A su vez, la identidad de las

proteinas de interés se corroboraron mediante inmunodeteccion (Western blot).

Se realizé el cambio de buffer de cada proteina en tubos Amicon Vivaspin 20 (GE
Healthcare) con un tamafio de poro de 50 kDa, agregando un volumen de buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7,5 conteniendo cloruro de magnesio 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,2 mM y
PMSF 1 mM en cada ciclo de concentracion y centrifugando a 8000 x g a 4°C. En total se
realizaron 3 ciclos (cambios), o que asegura un desalado del 99%, segun instrucciones del
fabricante. Por dltimo, se le agregd a cada muestra glicerol 20% V/V y se las almaceno a -

80°C hasta su posterior utilizacion.

La concentracion de las proteinas se determiné utilizando el kit comercial Protein

Assay (Bio-Rad, Cat. 5000002), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 una
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solucién de albumina sérica bovina como patrén para la construccion de la curva de

calibracion.

3.2.3 Digestion del extremo amino terminal de las proteinas de fusién

Cada proteina de fusion fue tratada con la proteasa trombina (Sigma Aldrich), para
remover el extremo amino terminal agregado por el vector. Se determinaron las condiciones
Optimas de corte ensayando distintas temperaturas, tiempos de digestion y relaciones
proteasa: proteina de fusion. Finalmente, se utilizé una relacion trombina: proteina de fusion
1:10, con un tiempo de incubacién de 2 horas a 25°C. La reaccion de digestion se cortd con

PMSF 1 mM y las digestiones fueron analizadas por SDS-PAGE.

3.2.4 Electroforesis de proteinas en condiciones desnhaturalizantes

Las electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se
realizaron utilizando un equipo Bio-Rad Mini-PROTEAN Ill de acuerdo al sistema
discontinuo descrito por Laemmli (1970). Las concentraciones finales de acrilamida fueron
8% P/V para el gel de separacion y 4% P/V para el gel de concentracién. Las muestras
fueron desnaturalizadas mediante la adicién de 1/4 volumen de buffer de siembra 5X (Tris-
HCI 100 mM; glicerol 25% V/V; SDS 5% P/V; 2-mercaptoetanol 0,7 M; azul de bromofenol
0,02% P/V; pH 6,8) y posterior desnaturalizacién a 100°C durante 3 minutos antes de ser
sembradas en el gel. Las corridas electroforéticas se realizaron a 30 mA (no superando los
200V).

El analisis de los geles se realiz6 por tinciébn con azul de Coomassie o por Western
blot luego de ser electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa, como se describe a

continuacion (Bollag y Edelstein, 1991).

Para la estimacion de la masa molecular de cada polipéptido se compar6é su
movilidad electroforética con la observada para las siguientes proteinas recombinantes de
masa molecular: 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15, 10 kDa (Promega, Cat. V8491).

3.2.5 Inmunodeteccién de proteinas (Western blot)

La electrotransferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa Trans-Blot®
Transfer Medium (Bio-Rad) se llevo a cabo utilizando la celda Trans-Blot SD Semi-Dry (Bio-
Rad). La membrana, el gel y las almohadillas de transferencia se incubaron durante 10

minutos con buffer de transferencia 1X (Tris 15,6 mM; glicina 120 mM; metanol 20% V/V; pH
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8,8) y luego se realizo la electrotransferencia durante 20 minutos a 20 V. Una vez finalizada
la transferencia, se evalué la eficiencia de este paso mediante la tincion reversible con una
solucion de rojo de Ponceau (Ponceau S 0,5% P/V; &cido acético 1% V/V). Esta tincién se
utiliz6 también para detectar y marcar con lapiz las bandas correspondientes a los
marcadores de masa molecular. Posteriormente, la membrana se bloqued con una solucion
5% P/V de leche en polvo descremada en buffer TBS 1X (Tris-HCI 10 mM; cloruro de
magnesio 150 mM; pH 7,5) durante una hora en agitacion. Luego de tres lavados
exhaustivos de 10 minutos cada uno con TBS 1X, la membrana se incubé con los
anticuerpos primarios anti-HIS de conejo 1:1000 (Abcam, Cat. ab18184) durante toda la
noche en agitacion. Se repitieron los lavados con TBS 1X y se incubd durante una hora con
el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con la enzima fosfatasa alcalina (Bio-
Rad, Cat. 1706518) diluido 1:3000 en solucion TBS 1X.

Finalmente, la membrana se lavo tres veces con TBS 1X y se revel6 por medio de
una reaccién de color desarrollada en un medio de revelado compuesto por buffer sustrato
1X (Tris-HCI 100 mM; cloruro de sodio 100 mM; cloruro de magnesio 5 mM; pH 9,5)
suplementado con NBT 0,1 mg/ml en dimetilformamida 70% y BCIP 0,05 mg/ml en
dimetilformamida 100%, sin agitacion. La adicion del medio de revelado se efectud previa
incubacién de la membrana con el buffer sustrato durante 5 minutos, permitiéndose luego el
desarrollo de la reaccion en oscuridad hasta aparicibn de bandas de color purpura. La

reaccion se detuvo por lavados sucesivos con agua destilada.

3.2.6 Estimacion de pardmetros cinéticos de las enzimas recombinantes

La determinacion de los parametros cinéticos se realizé variando la concentracién de
piruvato, manteniendo constantes y saturantes las concentraciones de los cofactores. Bajo
estas condiciones, las velocidades iniciales observadas dependen de la concentracion del
sustrato variable de acuerdo a lo expresado en la ecuacion de Michaelis-Menten. Los
estudios cinéticos se realizaron midiendo la actividad ALS mediante un ensayo continuo que

monitorea directamente el consumo del piruvato a 340 nm (Chang y Duggleby, 1997).

La actividad ALS se ensayd en un lector de microplacas, a 280 pl de volumen final,
gue contenian 49 pul de la enzima recombinante (0,8-1,7 mg/ml). Se incubé la enzima a 37°C
durante 10 minutos en el buffer de reaccion (fosfato de potasio 50 mM pH 7,5; cloruro de
magnesio 20 mM; TPP 2 mM; FAD 20 uM) y luego se inici6 la reaccion con el agregado del
sustrato. Las concentraciones de piruvato que se ensayaron fueron: 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 y
100 mM.
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Los valores Km y V4 Se obtuvieron mediante ajuste no lineal de los datos obtenidos
experimentalmente a la ecuacion de Michaelis-Menten usando la aplicacién Enzyme kinetics
wizard de SigmaPlot:

Vméx [S]

V=

Km + [S]
donde v es la velocidad de reaccion que corresponde a la concentracion de piruvato, Viax €S
la velocidad maxima de la reaccion, [S] es la concentracién de piruvato, Km es la constante

de Michaelis-Menten.
La constante catalitica (ko) Se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Vmax

[E]

kcat =

donde V4 €s la velocidad méaxima de la reaccién y [E] es la concentracion de la enzima.

Los datos se analizaron mediante la prueba t-Student, comparando los parametros
cinéticos de cada version resistente de la enzima ALS respecto a la salvaje (Wt). Estos
analisis se realizaron con el software SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc., San
Jose, CA, USA).

3.2.7 Compuestos quimicos

Los ensayos de resistencia in vitro se realizaron con cinco clases de herbicidas
inhibidores de la ALS. La familia quimica y el ingrediente activo de cada herbicida evaluado

se resumen en la Tabla 6.

Familia quimica Abreviatura Ingrediente activo Marca Empresa
Imidazolinonas IMI Imazetapir 10% P/V. DERBY® Gleba
. —
Sulfonilureas SuU CIorlmurSIr:Detll S VRILEC® Agrofina
Triazolopirimidinas TP Diclosulam 84% P/P  SPIDER® DO.W Agro-
Ciencias
Sulfonilaminocarbonil scT Flucarbazona de EVEREST Arysta
triazolinonas sodio 70% P/P 70WDG® LifeScence
Acidos Bispiribac sodico NOMINEE .
pirimidiniltiobenzoicos FULE 40% P/V GOLD® S

Tabla 6. Herbicidas inhibidores de la ALS evaluados en los ensayos de resistencia in vitro.
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3.2.8 Ensayo de inhibicién de la actividad enzimatica ALS in vitro

Se determind la actividad de cada enzima recombinante midiendo la cantidad de
acetoina formada en presencia de diferentes concentraciones de imazetapir, clorimurén-etil,
diclosulam, flucarbazona de sodio y bispiribac sodico, segun el protocolo descripto en la
seccion 2.2.4. Las concentraciones ensayadas fueron: 0,015; 0,05; 0,15; 1,5; 5y 15 uM para
imazetapir, 0,02; 0,2; 0,5; 1; 2 y 20 nM para clorimurén-etil, 2,5; 5; 10; 20; 40 y 80 nM para
diclosulam y 0,001; 0,01;0,1;1;10;50;100;500 uM para flucarbazona de sodio y bispiribac
sbdico. Los datos se expresaron como porcentaje de actividad residual en relacion a la
actividad en ausencia de herbicida. La inhibicion enzimética se evalué mediante el
parametro lso. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y cada ensayo se repitié al
menos dos veces, a excepcion de las curvas de bispiribac sédico (se necesita un mayor

namero de repeticiones para completar el andlisis estadistico).

Los datos se analizaron mediante la prueba t-Student, comparando los Is, de cada
version resistente de enzima ALS versus la salvaje (Wt). Para estos andlisis se utilizé el
software SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA).

El factor de resistencia (FR) se calcul6 dividiendo el valor Is, de las versiones ALS

resistentes por el de la version salvaje.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION:

3.3.1 Expresion y purificacion de distintas versiones recombinantes de la enzima
ALS de A. palmeri

Se expresaron de forma recombinante y se purificaron siete versiones de la
subunidad catalitica de la enzima ALS de A. palmeri (Tabla 7) con el fin de determinar de
manera inequivoca a qué herbicidas confieren una menor susceptibilidad in vitro las distintas
sustituciones y en qué medida, adicionalmente a la evaluacibn comparativa de las

eficiencias cataliticas correspondientes.

Alelos Sustitucién ALS A. palmeri Numero de Acceso (GenBank)

Wit - - KY781916
R1 D376E D375E =

R2 A205V A200V -

R3 Al122S-A282D Al117S-A282D KY781920
R4 A282D A282D KY781917
R5 W574L W573L KY781918
R6 S653N S652N KY781923

Tabla 7. Alelos del gen ALS expresados de forma recombinante. Los aminoacidos estan
numerados segun la secuencia de ALS de A. thaliana, con la excepcion de A282D, que es
numerada segun la secuencia de ALS de Amaranthus retroflexus debido a la presencia de
un indel en la secuencia de referencia.

Los alelos se subclonaron en el vector de expresion pET32a (+) (3.2 Materiales y
métodos, Seccion 3.2.1). Este vector esta disefiado para el clonado y expresion a altos
niveles de proteinas en E. coli. Los polipéptidos se obtienen fusionados con la proteina
Tiorredoxina (Trx.Tag™) para incrementar la solubilidad de las proteinas blanco en el
citoplasma de la bacteria. La fusion también incluye secuencias que permiten la deteccion
(S.Tag™), purificacion (oligohistidinas His.Tag®), y digestion de la proteina de fusion (sitios
de reconocimiento para las proteasas enterokinasa y trombina). Todas las proteinas se
expresaron con su péptido sefial al cloroplasto predicho de 51 aminoacidos segun el
programa ChloroP 1.1 (Score= 0,586).

Se transformé con los vectores recombinantes las bacterias competentes E. coli
BL21 (DE3) Codon plus y la expresion de las proteinas heterdlogas se indujo por el
agregado de IPTG, en una concentracion final de 100 pM. Mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y posterior tincién con azul de Coomassie, se analizaron los
extractos proteicos totales. En la Figura 2 se muestra, a modo de ejemplo, el SDS-PAGE de
la proteina Wt. Se confirmé la presencia de una banda mayoritaria del tamafio esperado

para la proteina de fusién (~92 kDa) en las fracciones inducidas (Figura 2). Este tamafo
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corresponde a la fusién entre el péptido de 17 kDa (Tiorredoxina) codificado por el vector y
la proteina ALS, cuya masa predicha a partir de su ADN es 75 kDa.

1 2 3 4 5 6 7 (kDa)

-150
-100
-75
-50
-35

-25

-15

Figura 2. Andlisis por SDS-PAGE de extractos proteicos totales de cultivos celulares. SDS-
PAGE al 8% P/V de acrilamida tefiido con azul de Coomassie. Calles 1-3: Extractos de
células de E. coli BL21 (DE3) Codon plus transformadas con el vector pET-32a vacio (Al,
DI1 y DI16, respectivamente). Calles 4-6: Extractos de células E. coli BL21 (DE3) Codon
plus transformadas con la construccion pET-32a/ Wt (Al; DI1, DI16, respectivamente). Calle
7: Marcador de peso molecular. Abreviaturas: Al: antes de inducir, DI1: 1h después de
inducir, DPI16: 16hs después de inducir. La flecha negra indica la proteina recombinante de
intereés.

Luego de confirmar la expresion de las proteinas recombinantes, se realiz6 la ruptura
celular en cada cultivo para analizar la expresion proteica en la fase soluble e insoluble de
los mismos y posteriormente se procedié a purificar cada proteina a partir de la fraccion

soluble.

La purificacion de las proteinas se llevé a cabo por medio de cromatografia de
afinidad utilizando columnas de niquel-agarosa. Las alicuotas obtenidas durante la
purificacion y las fracciones proteicas de la fase soluble e insoluble del extracto celular
fueron analizadas mediante SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie. En la
Figura 3 se muestra, a modo de ejemplo, el SDS-PAGE de la proteina Wt donde se observo
la presencia de una banda del tamafio esperado para la proteina de fusidbn en ambas
fracciones (soluble e insoluble) aunque en mayor proporcion en la fraccion soluble. Las
proteinas recombinantes eluyeron en un solo paso a una concentracion de imidazol de 155
mM y luego de su purificacion fueron confirmadas mediante Western blot revelado con
anticuerpos anti-6xHis (Figura 4).
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(kDa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

150—

100—
—92 kDa

75 —

50 —

35—

Figura 3. Andlisis de fracciones solubles e insolubles y fracciones obtenidas en la
purificacion de la proteina Wt. SDS-PAGE al 8% P/V de acrilamida teflido con azul de
Coomassie. Calle 1: fraccion insoluble. Calle 2: fraccion soluble. Calle 3: fraccién no retenida
por la columna. Calle 4 y 5: fraccion que eluye con el lavado (primer y ultimo lavado). Calle
6: marcador de peso molecular (Promega). Calle 7-10: fracciones consecutivas (de 1 ml)
eluidas con imidazol 155 mM.

1 2 3 4 (kDa)

—225
—150

—100
— 75

— 50

— 35
— 25

Figura 4. Electrotransferencia e inmunodeteccion de proteinas de fusién empleando
anticuerpos primarios anti-6xHis y secundarios anti-lgG de conejo conjugado con la enzima
fosfatasa alcalina. Calle 1: ALS salvaje (Wt). Calle 2: ALS R3 (A122S-A282D). Calle 3: ALS
R4 (A282D). Calle 4: marcador de masa molecular. La flecha negra indica las proteinas
recombinantes de interés.

Las fracciones que contenian la proteina recombinante con mayor pureza se

agruparon y se les cambi6 el buffer en tubos concentradores Amicon Vivaspin 20 (50 kDa),
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con el objetivo de disminuir la concentracion salina de las muestras y evitar una posible

interferencia en los ensayos posteriores.

3.3.2 Parametros cinéticos de las enzimas ALS recombinantes

Se determinaron los parametros cinéticos, Km y V., de las enzimas ALS
recombinantes para evaluar si las distintas sustituciones en la enzima tienen efecto sobre

éstos.

A priori, se compararon los pardmetros cinéticos de las proteinas de fusién Wty R1
con las proteinas Wt y R1 digeridas con la proteasa trombina (escinde la Tiorredoxina) y se
comprob6 que no existen diferencias significativas entre los parametros cinéticos de las
respectivas versiones de estas proteinas, por lo tanto se decidi6 realizar los ensayos

subsecuentes directamente con las proteinas de fusion (version completa).

Todas las versiones de la enzima ALS siguen una cinética de Michaelis-Menten
(Figura 5), lo cual coincide con lo observado en otras especies de malezas (Bernasconi et
al.,, 1995; Yu et al., 2010; Liu et al., 2017; Yang et al., 2018). No obstante, también se ha
informado cooperatividad negativa en la curva de saturacion de piruvato para la enzima ALS
de A. thaliana (Chang y Duggleby, 1997; Lee et al., 1999).

¢COR>4080
Py
w

Actividad ALS (UVmg)

0 20 40 60 80 100

Piruvato (mM)

Figura 5. Efecto de la concentracion de piruvato sobre la actividad enzimatica de las ALS
recombinantes. Las barras verticales representan + el error estandar de la media.

Los valores de Vs (6,210,2 Ul/ mg) y Km (5,3+0,8 mM) de la proteina de fusion Wt
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son similares a los reportados para las enzimas ALS de origen vegetal (expresadas de
forma heterdloga en E. coli o purificadas a partir de extractos vegetales) (Bernasconi et al.,
1995; Chang y Duggleby, 1997; Lee et al., 1999; Yu et al., 2010).

Las enzimas R2 y R5 fueron las Unicas que poseen una Km significativamente
diferente a la enzima Wt (Tabla 8). En ambos casos, este parametro fue mayor al de la ALS
WHt, lo cual significa que las sustituciones A205V y W574L afectan negativamente la afinidad
de la enzima por el sustrato. La menor afinidad generada por la mutacion W574L podria
deberse a que el triptéfano es importante para definir la forma del canal de acceso al sitio
activo (McCourt et al., 2006).

Por otra parte, la mayoria de las enzimas mutantes (R1, R2, R3 y R6) presentan
valores de Vs Significativamente menores al de la enzima Wt, lo que indica que todas las
sustituciones evaluadas, a excepciéon de W574L y A282D, disminuyen la velocidad de
reaccion de la enzima ALS de A. palmeri. Cabe destacar que la sustitucion A282D no afect6

significativamente ninguno de los pardmetros cinéticos de la ALS.

Es importante sefialar que, de las 31 sustituciones de aminoacidos que confieren
resistencia a los herbicidas del grupo B, sélo unas pocas han sido evaluadas por su impacto
en la funcionalidad de la ALS. Los efectos observados en este trabajo sobre los parametros
cinéticos de la sustitucion W574L (mayor Km y V& no afectada) coinciden con los
observados para la ALS recombinante de A. thaliana (Chang y Duggleby, 1998). Sin
embargo, esta sustitucién en Descurainia sophia L. disminuye la Km y la Vs (Yang et al.,
2018), mientras que en Lolium rigidum (Gaudin) Weiss ex Nyman y Poa annua L. sélo
aumenta la Vs de la enzima (Yu et al., 2010; Cross et al., 2015).

En relacion a la sustitucion D376E, se ha informado que la misma no sélo disminuye
la Vimax, COMO se detectd en este estudio sino que también disminuye la Km de la ALS de D.
sophia (Yang et al.,, 2018). Por el contrario, esta mutacién en la ALS recombinante de
Schoenoplectus juncoides (Roxb.) Palla y la ALS de tabaco produce un aumento de la Km
de las enzimas y, en el caso de S. juncoides, también aumenta su Vs (Le et al., 2005;
Sada et al., 2013).

La mutacion S653N, a diferencia de lo observado en la enzima R6, no afecta a los

parametros cinéticos de la ALS recombinante de A. thaliana (Chang y Duggeby, 1998).

Por ultimo, las sustituciones A122S, A205V y A282D fueron estudiadas por primera
vez en este trabajo de tesis en cuanto a como afectan la funcionalidad de la ALS. Sin

embargo, en poblaciones de S. ptychanthum resistentes con la mutacion A205V, ya se
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habia observado una menor actividad especifica de la enzima ALS con esta sustitucion
(Ashigh y Tardif, 2007).

Enzima recombinante Sustitucion ALS Vmax Km R?
Wt - 6,2+0,2 5,3+0,8 0,95
R1 D376E 4,54+0,06* 4,3+0,3 0,98
R2 A205V 1,9+0,1* 36+9* 0,97
R3 A122S-A282D  1,81+0,08* 5,2+0,9 0,93
R4 A282D 7,5+0,4 11+3 0,96
R5 W574L 4,3+0,8 78+28* 0,95
R6 S653N 1,38+0,06* 6,4+0,9 0,96

Tabla 8. Parametros cinéticos de las enzimas ALS recombinantes. Las estimaciones de los
parametros cinéticos se obtuvieron mediante ajuste no lineal al modelo de Michaelis-
Menten. Vya Y Km se expresan como Ul/mg y mM, respectivamente. Los valores son el
promedio de al menos dos determinaciones diferentes con su correspondiente error
estandar. R? representa el coeficiente de determinacion del ajuste utilizado. Abreviaturas:
Vmax: Velocidad maxima de reaccion; Km: constante de Michaelis-Menten. Los * indican
diferencias estadisticamente significativas entre los parametros cinéticos de cada version
ALS resistente respecto a los de la ALS Wt (prueba t-Student, p< 0,05).

Las sustituciones que mayor efecto tienen sobre la eficiencia catalitica de la ALS son
A205V, W574L, S653N y A122S (Tabla 9). La disminucidon en la eficiencia catalitica de la
enzima producida por estas mutaciones podria tener un impacto en la supervivencia y/o
reproduccién de las plantas resistentes, es decir un costo biol6gico. Asi, por ejemplo, la
sustitucion A205V mostrd estar asociada a un costo bioldgico en S. ptychanthum, ya que las
plantas con esta mutaciéon producen una menor cantidad de semillas debido a una

maduracion tardia de las bayas en condiciones 6ptimas (Ashigh y Tardif, 2009).

En relacion con la mutacion W574L, se ha asociado un fuerte efecto pleiotropico
sobre el crecimiento de las plantas con esta mutacion en poblaciones de Amaranthus
powellii S. Watson resistentes (Tardif et al., 2006); sin embargo, el efecto de esta mutacion
sobre la funcionalidad de la enzima ALS no se ha informado en esta especie. Ademas, otros
efectos se han relacionado con esta sustitucion, como la reduccién de la biomasa de las
raices de las plantas resistentes en poblaciones de Lolium perenne L. (Menegat et al., 2016)
y la disminucién en el nimero de semillas y el rendimiento por planta en una poblacién
resistente Raphanus sativus L. (Vercellino et al., 2018). En estos dos casos se observo que
la actividad especifica de la enzima mutada fue menor que la de la salvaje. Por el contrario,
el cambio de amino&cido W574L no afectd el crecimiento de las plantas en poblaciones
resistentes de Ambrosia trifida L. (Marion et al., 2017), P. annua (Cross et al., 2015) y L.

rigidum (Yu et al., 2010), aun cuando en estas dos Ultimas poblaciones se observd que la
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mutacion aumento la Vs Resulta evidente entonces que los efectos en los pardmetros
cinéticos de la ALS y los costos biologicos asociados a las mutaciones que le confieren
resistencia parecen ser altamente dependientes de la especie y no pueden ser
generalizados.

Con respecto a la mutacion A122S, es la primera vez que se observa en plantas, por
lo que el Unico antecedente al respecto deriva de otra sustitucion en la misma posicion: se
ha reportado que la sustitucion de la alanina por asparagina tiene un costo bioldgico para las

plantas resistentes de E. crus-galli (Panozzo et al., 2017).

Enzimarecombinante  Sustitucién ALS Keat Eficiencia catalitica (K¢o/Km)
Wt - 9,6+0,3 1,8
R1 D376E 7,0+0,2* 1,6
R2 A205V 2,9+0,3* 0,08
R3 A122S-A282D 2,7+£0,1* 0,5
R4 A282D 7,910,3 0,7
R5 W574L 71 0,09
R6 S653N 2,1+0,06* 0,3

Tabla 9. ke Y €ficiencia catalitica de las enzimas ALS recombinantes. Los valores ke, Y la
eficiencia catalitica de cada enzima fueron calculados de acuerdo a la Vs Y Km de la Tabla
8. ket (Vmad [E]) Y la eficiencia catalitica (k./Km) se expresan como st y s*mM?,
respectivamente. Abreviaturas: k. constante catalitica; Km: constante de Michaelis-
Menten. Los * indican diferencias estadisticamente significativas entre las k. de cada
version ALS resistente respecto a la de la ALS Wt (prueba t-Student, p< 0,05).

Los estudios cinéticos de esta investigacion determinaron, por primera vez, el efecto
en los pardmetros cinéticos de la ALS de A. palmeri de seis sustituciones halladas en la
subpoblacion Tot resistente. Si bien la mayoria de las mutaciones afectaron negativamente
la Vmax de la enzima, solo cuatro (A122S, A205V, W574L y S653N) disminuyeron
considerablemente la eficiencia catalitica de la ALS, siendo este efecto mas pronunciado

para las sustituciones A205V y W574L, dada la menor afinidad de la enzima por el sustrato.

En conclusion, la menor eficiencia catalitica de la enzima ALS causada por las cuatro
mutaciones nombradas anteriormente podria tener un costo biolégico en las plantas de A.

palmeri resistentes. Sin embargo, se requieren estudios pertinentes para confirmarlo.

3.3.3 Evaluacion in vitro de la actividad ALS en presencia de herbicidas del grupo B

Se midid la actividad enzimética ALS de las enzimas recombinantes de A. palmeri en

presencia de diferentes concentraciones de herbicidas del grupo B (imazetapir, clorimurén-

58



Capitulo 2

etil, diclosulam, flucarbazona de sodio y bispiribac sodico) para determinar si dichas enzimas
son inhibidas y en qué medida frente a estos cinco principios activos (un representante de
cada familia quimica). Cabe aclarar que todos los herbicidas evaluados se encuentran
indicados para el control de yuyo colorado, a excepcion del herbicida flucarbazona de sodio,
gue se utiliza en cultivos de trigo para el control de malezas de ciclo invernal. No obstante,
se decidi6 incluirlo en los ensayos con el objetivo de determinar si alguna de las enzimas R
caracterizadas eran susceptibles a este herbicida, dado que podria constituir una nueva
opcidn para el control de A. palmeri. Los ensayos se realizaron a concentracién saturante de

sustrato mediante el método discontinuo.

En base a los valores de Is, obtenidos a partir de las curvas de inhibicién enziméatica
(Tabla 10) las enzimas R1, R2, R3 y R5 presentan una menor respuesta inhibitoria a
imazetapir, clorimurén-etil, diclosulam y flucarbazona de sodio; mientras que la enzima R6
muestra un comportamiento similar frente a los herbicidas nombrados, a excepcién de
diclosulam, y la ALS R4 fue inhibida en igual grado que la enzima Wt por todos los
herbicidas estudiados. Con respecto, al herbicida bispiribac sédico, resultados preliminares
mostraron que todas las enzimas R presentan |5, mayores a la Wt. Sin embargo, esta

tendencia requiere confirmacion estadistica (ver seccion 3.2.8).

Herbicida Enzima Parametros

recombinante a b lso FR R?
Wit 10243 2,1+0,4  0,35+0,05 - 0,99
R1 (D376E) 87+4  1,1+0,2 82+ 22,8 0,98
Imazetapir R2 (A205V) 92+4  0,9+0,2 32+9* 91,4 0,97
(IMI, M) R3 (A122S-A282D) 107+6 1,4+0,5 11+4* 31,4 0,93
R4 (A282D) 10146  1,2+0,3 0,5+0,2 1,4 0,98

R5 (W574L) . - >500 >1428 -

R6 (S653N) - - >500 >1428 -
Wit 98+4  1,1+0,1 1,6+0,3 - 0,97
R1 (D376E) 96+2  0,8+0,1 572+82* 357,5 0,95
AP R2 (A205V) 103+4 0,7+0,1 3345+ 20,6 0,99
(SU. nM) R3 (A122S-A282D) 102+3 1,0%0,2 13+3* 81 0,98
R4 (A282D) 94+5  0,7+0,2 1,6+0,7 1 097

R5 (W574L) - - >1000 >625 -
R6 (S653N) 9045  1,4+0,4 11+2* 6,8 0,97
Wit 99+8  1,4+0,3 3,6+0,7 - 0,97
Diclosulam R1 (D376E) 93+6  1,0+0,2 149+43* 41,4 0,95
(TP, nM) R2 (A205V) 95+4  1,0+0,2 104+20* 28,8 0,98
R3 (A122S-A282D) 106+4 2,2+0,3 75+8* 20,8 0,96
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R4 (A282D) 102+¢8 1,020,2 5+1 1,4 0,96
R5 (W574L) ; ; >640 >178 -
R6 (S653N) 99+6  1,5:0,3 3,30,5 09 0,97
Wit 100#5 0,7¢+0,1 0,0060,002 - 0,97
R1 (D376E) 93+3  1,1+0,2 1,520,3* 250 0,99
Flucarbozona de R2 (A205V) 104+5 1,1+0,3 0,06%0,01* 10 0,99
sodio R3 (A122S- A282D) 100+2 0,66+0,05 0,06£0,01* 10 0,99
(SCT, um) R4 (A282D) 102+¢3  1,1+0,2 0,006£0,001 1 0,99

RS (W574L) 108+6 1,0+0,3 239+85* 39833 0,92
R6 (S653N) 100+8 0,7+0,2 0,03+0,01* 5 0,96

Wit 99+4 0,40+0,07 0,0013+0,0003 - 098
R1 (D376E) 86x4  1,0+0,3 36x11 27692 0,96

Bispiribac sédico R2 (A205V) 100£#3 0,8+0,1  0,50+0,08 384 0,99
(PTB, pM) R3 (A122S-A282D) 100+2 0,25+0,02 0,029+0,008 22 0,99
R5 (W574L) 1137 0,9+0,1 179459 130769 0,89

R6 (S653N) 101£9  0,5+0,1 1545 11538 0,97

Tabla 10. Pardmetros de las curvas de inhibicién de la actividad ALS. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los valores de s, de las enzimas
recombinantes R y la Wt. Los valores son el promedio de al menos dos determinaciones
diferentes con su correspondiente error estandar. Abreviaturas: a: asintota superior (%
Actividad residual); b: pendiente de la recta en el punto ls, (% Actividad residual [Herbicida]
Y y lso: inhibicion de la actividad media ([Herbicida]). Los * indican diferencias
estadisticamente significativas para cada herbicida entre las versiones R y la Wt de la
enzima ALS (prueba t-Student, p< 0,05).

La resistencia cruzada observada en las versiones R de ALS de A. palmeri se puede
explicar teniendo en cuenta la estructura cristalina de la ALS de A. thaliana. Los
aminoacidos en las posiciones A122, A205, D376, W574 y S653 estan implicados (en mayor
o menor medida) en la unién de los herbicidas a la enzima, por consiguiente, la sustitucion
de un aminoacido puede afectar la unibn de mas de un herbicida y conferir resistencia a

distintas familias quimicas (McCourt et al., 2006; Garcia et al., 2017; Lonhienne et al., 2018).

La resistencia a las cuatro familias de herbicidas (IMI, SU, TP, SCT) proporcionada
por la sustitucion D376E en la enzima R1 (Tabla 10) es consistente con lo ya reportado para
otras especies de malezas tales como, L. perenne (Menegat et al., 2016), S. juncoides
(Sada et al., 2013), A. powellii (Ashigh et al., 2009) y Raphanus raphanistrum L. (Yu et al.,
2012). En la ALS de A. palmeri (R1) esta mutacion confiere alto nivel de resistencia a las
sulfonilureas (FR= 357,5, clorimurdn-etil) y moderado a las imidazolinonas (FR= 22,8,
imazetapir) y triazolopirimidinas (FR= 41,4, diclosulam) (Figura 6, A). El mismo patrén se
observé en los ensayos in vitro a partir de extractos de las poblaciones mencionadas arriba.

La menor afinidad por el clorimurén-etil que confiere la sustitucion D376E se debe a que el
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aspartato es esencial para la unién las SU a la enzima. Este amino&cido interacciona
fuertemente con la arginina de la posicién 377 formado un puente salino que une a esta
clase de herbicidas (Duggleby et al., 2008). Ademas, esta mutacion en la ALS de A. palmeri
también proporciona una resistencia considerable a las SCT, lo cual se informé para la ALS
de L. perenne (Menegat et al., 2016).

Con respecto a la sustitucion A205V, los resultados de los ensayos inhibitorios con la
enzima R2 determinaron que esta mutacion confiere una alta resistencia a las IMI (FR=
91,4) y moderada para el resto de las familias de herbicidas (Figura 6, B). Son escasos los
ensayos in vitro con esa versién de ALS. Sin embargo, el alto nivel de resistencia a las IMl y
la resistencia moderada a las SU también se observo en la ALS con la sustitucion A205V de
S. ptychanthum (Ashigh y Tardif, 2007). No obstante, en dicha especie la mutacion parece
no conferir resistencia a las TP (flumetsulam). Curiosamente, no hay reportes de que la
sustitucion A205V sea la responsable de la resistencia a esta familia de herbicidas para
otras especies, por lo tanto ésta seria la primera vez que se informa que A205V confiere
resistencia a las TP. Lo mismo ocurre para las SCT, es la primera vez que se evalla esta
familia para la mutacién A205V y se reporta que otorga resistencia (FR= 10). Por otro lado,
los estudios in vivo con poblaciones de C. canadensis y A. retroflexus con esta mutacion
comprobaron que esta sustitucion en C. canadensis da resistencia a las SU pero no en A.
retroflexus (McNaughton et al., 2005; Matzrafi et al., 2015). Algo interesante a sefalar es
que la alanina en la posiciébn 205 no esta implicada directamente en la unién de las IMI
(McCourt et al., 2006), por lo tanto el modelo estructural de la ALS no podria explicar la alta
resistencia a esta familia, lo cual indica que existe una interaccién mas compleja (o indirecta,

por cambios conformacionales) de la A205 con los herbicidas IMI.

Hasta el momento, se han reportado sustituciones en A122 de la ALS que confieren
resistencia en nueve especies de malezas (Tranel et al., 2019). Las sustituciones A122T y
A122V proporcionan resistencia solo a unas pocas familias de herbicidas. El cambio de
aminoacidos A122T da resistencia a las IMI en S. ptychanthum (Milliman et al., 2003), A.
hybridus (Trucco et al., 2006) y en E. crus-galli también a las TP (Riar et al., 2013). Por otro
lado, la mutacién A122V da resistencia a las IMI en E. crus-galli y A. thaliana (Riar et al.,
2013; Chang y Duggleby, 1998). A diferencia de las sustituciones nombradas, las
mutaciones A122Y y A122N otorgan resistencia a un amplio espectro de herbicidas en R.
raphanistrum y E. crus-galli, respectivamente (Han et al., 2012; Panozzo et al., 2017). De
manera similar, en este trabajo se comprobd que el cambio A122S en la enzima ALS de A.
palmeri, reportada por primera vez en plantas, confiere resistencia a las cuatro familias de

herbicidas ensayadas (Tabla 10).
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La alanina en la posicion 122 estd implicada principalmente en la uniéon de los
herbicidas de las familias IMI, SU y TP (McCourt et al., 2006; Lonhienne et al., 2018). Este
aminoacido establece contactos hidrofébicos importantes con los herbicidas IMI, pero no
tanto con los herbicidas SU (solo interacciona con el etil-eter del clorimurén-etil).
Tedricamente, el reemplazo de la alanina por serina, un aminoécido polar, afectaria en
mayor medida la unidon de imazetapir. En concordancia, la sustitucibn A122S provee
mayores niveles de resistencia a las IMl y TP en relacion a las SU y las SCT (Figura 6, C).
Cabe aclarar que esta resistencia que se esta describiendo y se observé en la enzima R3 se
debe a la sustitucién A122S, ya que la sustitucion A282D (R4), también presente en la
enzima R3, no proporciona resistencia a ningan herbicida ni altera significativamente los

parametros cinéticos de ALS.

Los ensayos de inhibicién con la enzima R5 demuestran que la sustitucién W574L es
de amplio espectro, es decir, proporciona resistencia a las cuatro familias de herbicidas
evaluadas (Tabla 10). Esto coincide con lo reportado en mudltiples casos en distintas
especies de malezas (Tranel et al.,, 2019). Para el caso de la ALS de A. palmeri, esta
mutaciéon confirié una muy alta resistencia al herbicida flucarbazona de sodio (Figura 6, D).
Son escasos los estudios que utilizan esta familia de herbicidas, pero a pesar de esto, en los
ensayos in vivo con poblaciones resistentes de Lithospermum arvense L. y Sinapis arvensis
L. se observd que esta mutacion proporciona mayor resistencia a las SU y TP,
respectivamente, en lugar de a las SCT (Christoffers et al., 2006; Wang et al., 2019). Sin
embargo, los resultados de estos ensayos in vivo podrian estar afectados por mecanismos

de RNT no considerados.

El cambio de aminoacidos W574L otorga altos niveles de resistencia a las IMl y SU
(FR >1428 y FR > 625, respectivamente) y una resistencia considerable a las TP (FR >178).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos de los ensayos in vitro de otras especies,
tales como X. strumarium, R. sativus, Amaranthus tuberculatus (Moq.) J. D. Sauer. y la ALS
recombinante de A. thaliana (Bernasconi et al., 1995, Chang y Duggleby, 1998; Patzold y
Tranel, 2007; Vercellino et al., 2018).

Por otra parte, los ensayos de la actividad ALS en presencia de distintos herbicidas
indican que la enzima R6 tiene una muy alta resistencia a imazetapir (FR >1428) y baja para
clorimurén-etil (FR= 6,8) y flucarbazona de sodio (FR= 5) (Tabla 10). El patron de resistencia
cruzada en R6 conferido por la sustitucion S653N (Figura 6, E) coincide con el informado
para Setaria viridis (L.) P. Beauv. y A. tuberculatus (Patzoldt y Tranel, 2007; Laplante et al.,

2009). Contrariamente, la sustitucion S653N no disminuyd significativamente la
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susceptibilidad a las SU en la ALS recombinante de A. thaliana (Chang y Duggleby, 1998).
El alto nivel de resistencia a las IMI proporcionado por el cambio de amino&cidos S653N se
debe a que la serina esta involucrada principalmente en la unién de las IMI a la enzima ALS.
La sustitucion de ésta por asparagina no desplazaria a las SU, siempre que la cadena lateral
esté orientada correctamente. En contraste, el reemplazo de S653 con casi cualquier otro
residuo mas grande perjudica la unién de las SU, ya que obstruye el espacio donde se
encuentra el anillo aromético de estos herbicidas (McCourt et al., 2006).

Con respecto al herbicida diclosulam, segin nuestros resultados, la mutacion S653N
no otorga resistencia, sin embargo, en algunas especies como A. hybridus y Bromus
tectorum L. (Whaley et al., 2006; Kumar y Jha, 2017) se determind por medio de curvas
dosis-respuesta que esta mutacion si da resistencia a las TP. Esta discordancia entre los
resultados expuestos puede deberse a que mecanismos de RNT no considerados podrian
estar participando de la resistencia de esas poblaciones que contienen la mutacion, ya que

en los ensayos in vivo no se discriminan las contribuciones de los mecanismos (RT y RNT).

En sintesis, los ensayos de inhibicion de la actividad ALS con las distintas versiones
resistentes determinaron que la mayoria de las enzimas R son resistentes a las cuatro
familias de herbicidas evaluadas, a excepcion de R6, que es susceptible a las TP, y R4, que
se comportd de las misma forma que la Wt frente a todos los herbicidas evaluados. La
enzima R5 con la mutacion W574L fue la que present6 menores niveles de inhibicion frente
a todos los herbicidas ensayados (Figura 6, D). Por otro lado, las sustituciones A122S y
A205V confieren un patrén de resistencia similar (alta resistencia a IMIl, moderada a TP y
baja a SU y SCT) a diferencia de la mutacion D376E, que proporciona un patrén distinto al
de todas las demas mutaciones. Cabe destacar que es la primera vez, que se informa que el
cambio de aminoacidos A205V da resistencia a las TP y SCT y que la sustituciéon A122S es
de amplio espectro, es decir, proporciona resistencia a las cuatro familias de herbicidas

evaluadas.

Finalmente, los niveles de resistencia que provee cada sustitucion establecidos por
ensayos in vitro no siempre son suficientes para conferir un nivel notable de resistencia en
las plantas (in vivo). Por esto, es necesario determinar los niveles de resistencia también
mediante ensayos in vivo (curvas dosis-respuesta), tal como se describe en el siguiente
capitulo. No obstante, resulta interesante la correspondencia hallada entre el perfil inhibitorio
obtenido en extractos de la subpoblacion Tot (Tabla 4, capitulo 1) y el patrén total de
inhibicion que otorgaria una mezcla hipotética de los alelos bajo estudio en igual proporcion
(Figura 6, F).
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Figura 6. Patron de resistencia proporcionado por las distintas sustituciones en las enzimas
recombinantes. A: R1 (D376E). B: R2 (A205V). C: R3 (A122S-A282D). D: R5 (W574L). E:
R6 (S653N). F: Comparacion de los FR proporcionados por cada sustitucion en la ALS para
cada herbicida. Los factores de resistencia (FR) representan el cociente entre los valores de
Isp de las enzimas recombinantes R y la Wt. Abreviaturas: IMI: imidazolinonas; SU:
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sulfonilureas; TP: triazolopirimidinas; SCT: sulfonilaminocarbonil triazolinonas.
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3.4 CONCLUSIONES:

Por medio de técnicas de biologia molecular se logré la expresion heterdloga en E.
coli de las distintas versiones de la enzima ALS presentes en la subpoblacién Tot. Esto
permitid estimar los parametros cinéticos de cada una y evaluar su respuesta a los
herbicidas del grupo B mediante ensayos de inhibicion de la actividad ALS. Los estudios
cinéticos de esta investigacion determinaron, por primera vez, el efecto en los pardmetros
cinéticos de la ALS de A. palmeri de seis sustituciones halladas en la subpoblacién Tot
resistente. Todas las enzimas recombinantes expusieron una cinética de Michaelis-Menten.
Si bien la mayoria de las mutaciones afectaron la Vs de la ALS, las sustituciones que
mayor efecto tuvieron sobre la eficiencia catalitica de la ALS fueron: A205V (0,08 s*mM™),
W574L (0,09 s'mM?), A122S (0,5 s'mM?) y S653N (0,3 s'mM?). El efecto mas
pronunciado en las mutaciones A205V y W574L podria deberse a que éstas disminuyeron
significativamente la afinidad de la enzima por el sustrato. La disminucion de la eficiencia
catalitica de la ALS producida por las sustituciones mencionadas podria tener un costo
biolégico en las plantas resistentes; sin embargo, se requiere realizar los estudios

pertinentes para confirmarlo.

Con respecto a los ensayos de inhibicion de la actividad ALS, los mismos
determinaron que las mutaciones D376E, A205V, A122S y W574L son de amplio espectro,
que S653N no confiere resistencia a las TP y que la A282D no otorga resistencia a ningln
herbicida. ElI cambio de aminoacidos W574L fue el que mayores niveles de resistencia
otorgd en la ALS de A. palmeri para todos los herbicidas. Las sustituciones A122S y A205V
presentan un patrén de inhibicién similar (alta a IMI, moderada a TP y baja a SU y SCT), al
tiempo que la mutacién D376E otorga alta resistencia a las SU y SCT y moderada a las IMI
y TP. Cabe destacar, que es la primera vez que se informa que la sustitucion A205V da
resistencia a las TP y SCT y que la A122S es de amplio espectro. Estudios in vivo son
necesarios para determinar los niveles de resistencia que confieren las tres sustituciones

halladas por primera vez en A. palmeri.
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CAPITULO 3

DETERMINACION DEL NIVEL DE RESISTENCIA IN VIVO A HERBICIDAS DEL
GRUPO B PROPORCIONADO POR MUTACIONES ESPECIFICAS EN EL GEN ALS

4.1 INTRODUCCION:

El género Amaranthus incluye varias malezas agronémicas importantes. Entre éstas
se encuentran especies diclino dioicas (plantas unisexuales) como A. palmeri y Amaranthus
tuberculatus y otras monoicas (flores unisexuales, plantas bisexuales) como A. hybridus, A.
retroflexus y A. powellii que con frecuencia son sexualmente compatibles entre ellas mismas
(Trucco et al., 2007).

Al ser una especie diclino dioica A. palmeri tiene polinizacion cruzada obligada, lo
cual favorece el enriquecimiento y recombinacion de los alelos asociados a la resistencia.
Se ha demostrado la transferencia de rasgos de resistencia a glifosato por polen desde
plantas de A. palmeri resistentes a plantas femeninas susceptibles hasta una distancia de
300 m (Culpepper et al., 2006). Ademas, A. palmeri puede hibridar con otras especies del
género (Franssen et al., 2001; Trucco et al., 2007; Gaines et al., 2012). De este modo, el
tipo de reproduccién de esta maleza contribuye con la rapida propagacion de la resistencia,
dentro y entre especies de Amaranthus, y aumenta la probabilidad de generar poblaciones

con resistencia mdaltiple.

La mayoria de los casos de resistencia a inhibidores de la ALS en A. palmeri son
debido a cambios en la secuencia de bases del gen de la ALS (Molin et al., 2016; Nakka et
al., 2017; Singh et al., 2019). Determinar el nivel de resistencia in vivo proporcionado por
estos cambios resulta importante, ya que no todas las mutaciones proveen una proteccién
sélida contra el dafio causado por los herbicidas, aun cuando estas sustituciones
proporcionan a la enzima una sensibilidad reducida in vitro (Yu y Powles, 2014). Por
ejemplo, en A. tuberculatus se observé mediante ensayos in vitro que la sustitucion S653N
otorga a la ALS una resistencia a tifensulfuron cuatro veces mayor respecto a la enzima
salvaje. Sin embargo, esta susceptibilidad reducida no fue suficiente para conferir una
resistencia notable in vivo y las plantas resultaron sensibles a este herbicida (Patzoldt y
Tranel, 2007).

La diversidad en las mutaciones en el gen ALS se puede ver a nivel poblacional,
planta individual y del locus. A nivel de la poblacién, es comin que en diferentes
poblaciones de la especie se encuentren distintas mutaciones ALS. A nivel planta individual,

diferentes individuos dentro de una misma poblacion pueden tener distintas mutaciones ALS
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y, sobretodo en especies de malezas de polinizacion cruzada, una misma planta puede
tener diferentes alelos mutantes. A nivel del locus, un solo alelo del gen ALS también puede
tener dos o mas mutaciones (mutaciones dobles o mdultiples) (Warwick et al., 2008; Yu et al.,
2008; Délye et al., 2011). Esta diversidad en las mutaciones ALS causa que el estudio de los
patrones de resistencia cruzada y el nivel de resistencia in vivo otorgado por mutaciones

especificas en el gen ALS resulte complejo en algunas poblaciones de malezas.

Para el estudio correcto de la resistencia conferida por una mutacion especifica en el
gen ALS se deben seleccionar o generar individuos que posean solo la sustitucion
especifica en igual proporcién (homocigota o heterocigota); puesto que una poblacién de
malezas es infrecuentemente compuesta completamente por individuos resistentes o
susceptibles a un herbicida especifico (Cousens y Mortimer, 1995) y habitualmente se
encuentra una gran diversidad de mutaciones en la ALS asociada a la resistencia en

malezas alégamas.

La forma de obtener los individuos descriptos depende de la biologia de la especie
con la que se trabaje. La generacion de subpoblaciones purificadas (a partir de individuos
homocigotas) es una de las metodologias mas utilizadas en malezas para estudiar el
fenotipo proporcionado por las distintas mutaciones (Yu et al., 2012; Deng et al., 2017). Sin
embargo, esta manera de obtener material homogéneo resulta dificultosa cuando se trabaja
con una poblacion diclino dioica que tiene una gran cantidad de alelos ALS asociados a la
resistencia, como en este caso A. palmeri; ya que, se deberia encontrar un pie femenino y
otro masculino con la mutacién de interés en homocigosis y cruzarlos. Por ello, Teaster y
Hoagland (2014) desarrollaron un método de propagacion macro-vegetativa que facilita el

estudio a largo plazo en lineas clonadas seleccionadas de A. palmeri.

Determinar el grado de resistencia a un determinado principio activo de una maleza
con isoformas conocidas de ALS es necesario para establecer la relacion entre las dosis y la
respuesta de la especie al herbicida. Ademas, permite comprobar que el nivel de resistencia
conferido por la mutacion a la enzima es suficiente para conferir una resistencia notable en
las plantas. Asi, el objetivo de este capitulo es determinar el nivel de resistencia in vivo a
inhibidores de la ALS proporcionado por sustituciones especificas (A122S, D376E o A205V)

en la enzima ALS, no reportadas hasta el momento en A. palmeri.

69



Capitulo 3

4.2 MATERIALES Y METODOS:

4.2.1 Material vegetal

A partir de la subpoblacién de A. palmeri de Totoras (Tot), descripta en seccion la
2.2.1, se seleccionaron plantas con las sustituciones A122S, D376E o A205V en la enzima
ALS. La subpoblacion de Tucumén (Tuc) se utiliz6 como control susceptible para los
ensayos con herbicidas inhibidores de la ALS.

4.2.2 lIdentificacion de plantas con sustitucion A122S, D376E o A205V en la enzima
ALS

4.2.2.1 Selecciéon de individuos

Se seleccionaron individuos mediante la aplicacion de Derby® (i.a.: imazetapir 10%
P/V; Gleba) a la dosis de campo recomendada (100 g i.a./ha). Se obtuvieron
aproximadamente 40 plantas de la subpoblacion Tot en macetas de diez litros que contenian
una mezcla de suelo, arena y perlita (70-20-10%, respectivamente), en la camara de cultivo
(fotoperiodo 16:8 horas dia/noche, 25°C). Las plantas fueron tratadas con el herbicida
cuando alcanzaron el estadio de 4-6 hojas. La aplicacion del herbicida se llevé a cabo
utilizando un equipo de presién constante con boquillas de ventilador planas a 206,84 kPa,
calibrado para suministrar 116 L/ha. Tres semanas después del tratamiento, se tomaron
muestras de hojas jévenes de las plantas sobrevivientes para determinar el genotipo en el

locus ALS de cada una.

4.2.2.2 Extraccién de ADN gendmico

Se extrajo ADNg a partir de hojas jovenes de 30 plantas que sobrevivieron a la
aplicacion con el herbicida. La extraccion se realizé de acuerdo a una versién modificada y
acortada del protocolo de extraccion con buffer CTAB. Se molieron 100 mg de tejido foliar,
previa incubacion a 60°C durante toda la noche, y se agregaron 600 pl de buffer CTAB (Tris-
Cl 100 mM pH 8; cloruro de sodio 1,4 M; EDTA 20 mM pH 8; CTAB 2%). Luego de incubar
15 minutos a 55°C, se afiadieron 600 pl de cloroformo y se centrifugd 7 minutos a 15000 x g
a temperatura ambiente. Se extrajo 400 ul de la fase superior y se colocé con 400 ul de
isopropanol. Se incubd durante 10 minutos a -20°C y posteriormente se centrifugé a maxima
velocidad a 4°C. Después de lavar el pellet con etanol 70% V/V, éste se sec6 a temperatura
ambiente y se resuspendioé en agua. La concentracion de las soluciones de ADNg se estimd

como se describe en la seccién 2.2.5.1.
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4.2.2.3 Busqueda de individuos portadores de la sustitucion A122S mediante
dCAPS

Se utilizaron muestras de ADNg de 25 plantas para el ensayo de digestion diferencial
de secuencias polimérficas amplificadas (dCAPS, por sus siglas en inglés: derived Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence). Este ensayo permite detectar el cambio de un nucleétido
en una posicion particular, mediante la amplificacidon con cebadores que introducen un sitio
de corte para una enzima de restriccion, en este caso, basados en la secuencia salvaje (o
wild-type, Wt). Si existe un polimorfismo nucleotidico, el sitio de restriccion no se generay el
patrén de digestion es diferente. En este caso, se disefiaron cebadores para detectar
mutaciones puntuales en el gen ALS que producen la sustitucién en la alanina 122. Las
reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 12 pul, conteniendo: 0,2 mM
mezcla de dNTPs, 0,5 uM cebadores, buffer de amplificacion 1X (suministrado por el
proveedor de la enzima) y 0,48 U de la enzima GoTag® ADN Polimerasa (Promega, Cat.
M3001). Los cebadores que se utilizaron fueron los siguientes:

ALSdcaps122f sentido: 5" - CTAAACCTCCTTCCGCTACTATAACTCAATCACC - 3

ALSdcaps122r antisentido: 5" - CGAGTAAGAGCTTGATGGATTTCCATGCATG - 3

Las digestiones se realizaron a 37°C durante 2 horas, utilizando la enzima de
restriccion Sphl (Biolabs New England, Cat. R0182S) que reconoce y corta especificamente
la secuencia GCATG"C presente en la secuencia de tipo salvaje. Muestras de ADN
previamente secuenciadas se incluyeron como controles para validar la fidelidad del test. La
secuencia salvaje produce una Unica banda digerida de 171 pb, mientras que una mutacién
puntual en el segundo nucleétido codificante de la A122 produce la pérdida del sitio de
restriccion y la visualizacion de una Unica banda no digerida de 202 pb. Las bandas de ADN
se visualizaron en geles de poliacrilamida al 6% P/V tefiidos con SYBR safe (Invitrogen®,
Cat. S33102).

4.2.2.4 Electroforesis de &cidos nucleicos en geles de poliacrilamida

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron utilizando un equipo Bio-
Rad Mini-PROTEAN lll. Se prepararon geles al 6% P/V con acrilamida: bisacrilamida (29:1)
30% P/V, TBE 5X (Tris 0,044 M; &cido borico 0,036 M; EDTA 0,05 M; pH8), APS 10% P/V y
TEMED. Las muestras a sembrar se diluyeron con buffer de siembra (azul de bromofenol
0,25% P/V, xilencianol 0,25% P/V y glicerol 30% V/V). Se empleb como buffer de corrida al
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TBE 0,5X y las corridas electroforéticas se realizaron a 100 V. Los geles fueron tefiidos con
SYBR safe (Invitrogen®, Cat. S33102).

4.2.2.5 Amplificacion, clonado en vector pGEM-T Easy y secuenciacion del gen ALS

Mediante amplificacién, clonado y secuenciacion del gen ALS completo (subunidad
catalitica) se determind el genotipo del locus ALS para cada planta seleccionada. Los

protocolos que se llevaron a cabo son descriptos en las secciones 2.2.5.2, 2.2.5.3y 2.2.5.4.

4.2.3 Obtencién de clones vegetativos a partir de individuos con las sustituciones
A122S, D376E o A205V en la enzima ALS

Cada planta seleccionada se multiplic6 mediante un método de clonado artificial. Los
clones vegetativos de cada una se obtuvieron de acuerdo al protocolo descripto por Teaster
y Hoagland (2014), que consiste en la utilizacion de esquejes, soluciéon de enraizamiento e
incubacién bajo luz continua (150 umol/m?s) por 7 dias, para luego continuar el cultivo de los
clones en condiciones normales de crecimiento (25°C, fotoperiodo 16:8 horas dia/noche,

intensidad luminica de 400 pymol/m?s).

4.2.4 Obtencion de semillas a partir de individuos con la sustitucion A122S en la

enzima ALS

Dos plantas portadoras de la sustitucion A122S en la enzima ALS, una con flores
masculinas y la otra con flores femeninas, fueron clonadas como se describe en la seccién
anterior. Cuatro clones de cada planta fueron trasplantados a macetas de diez litros que
contenian una mezcla de suelo, arena y perlita (70-20-10%, respectivamente).
Seguidamente, los ocho clones fueron aislados en la camara de cultivo (fotoperiodo 16:8
horas dia/noche, 25°C) para evitar la contaminacion con el polen de otras plantas y propiciar
el entrecruzamiento. Cuando los clones alcanzaron su etapa reproductiva se realiz6 el
cruzamiento, agitando suavemente las inflorescencias del pie masculino sobre las
inflorescencias del pie femenino, promoviendo asi la liberacion de polen sobre los estigmas.
Luego, se continué con el cultivo de las plantas hasta madurez de cosecha, cuando se
cortaron las inflorescencias y se obtuvieron las semillas, las cuales se almacenaron a 4°C

hasta su utilizacion.

4.2.5 Ensayos de dosis-respuesta

Se obtuvieron aproximadamente 120 clones de cada planta, con las sustituciones

72



Capitulo 3

A122S, D376E o A205V en la enzima ALS, en macetas de 500 cm® que contenian una
mezcla de suelo, arena y perlita (70-20-10%, respectivamente), en la cAmara de cultivo
(fotoperiodo 16:8 horas dia/noche, 25°C). Los clones fueron tratados con los herbicidas
cuando alcanzaron una altura de 8-10 cm. Las dosis de herbicida que se utilizaron fueron:
0,5X, 1X, 2X, 4X, 8X, 16X y 32X siendo X= 100 g ia/ha para imazetapir, X= 50 g ia/ha para
clorimuron-etil y X= 30 g ia/ha para diclosulam. Las curvas dosis-respuesta se obtuvieron
aplicando la metodologia descripta en la seccién 2.2.3. El experimento se realizd6 con un

disefio completamente aleatorizado con seis repeticiones por dosis.

Los datos se analizaron mediante la prueba t-Student, comparando los LDsg 0 GRx
de cada clon con sustitucién exclusiva en la ALS versus la subpoblaciéon Tuc susceptible.
Para estos analisis se utilizé el software SigmaPlot (version 11.0, Systat Software, Inc., San
Jose, CA, USA).

El factor de resistencia (FR) se calcul6 dividiendo el valor LDs, 0 GRsg, determinado
para los tres clones con las distintas sustituciones en la enzima ALS por el de la

subpoblacion susceptible.

Las curvas dosis-respuesta para las plantas con la sustitucion A122S en la enzima
ALS obtenidas a partir se semillas se realizaron de acuerdo a lo descripto en la seccion
2.2.3. Las dosis de herbicida que se utilizaron fueron: 0,5X, 1X, 2X, 4X, 8X siendo X= 100 g
i.a./ha para imazetapir y X= 30 g i.a./ha para diclosulam. EI experimento se realizé con un

disefio completamente aleatorizado con diez repeticiones por dosis.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION:

4.3.1 Niveles de resistenciain vivo a herbicidas inhibidores de la ALS en plantas

multiplicadas vegetativamente con las sustituciones A122S, D376E o A205V

Debido a la gran variabilidad genética observada dentro de la subpoblacion Tot, para
el estudio en profundidad de la resistencia in vivo que proporcionan las sustituciones A122S,
D376E y A205V en la enzima ALS no reportadas hasta el momento en A. palmeri, se
seleccionaron y multiplicaron vegetativamente individuos con cada sustitucién exclusiva en

la enzima.

A partir de la subpoblacién Tot se seleccionaron individuos resistentes mediante la
aplicacion de imazetapir a la dosis de campo recomendada. Se identificaron los alelos del
gen ALS de cinco plantas que sobrevivieron (Tabla 11). Esto fue suficiente para encontrar
las plantas con las sustituciones D376E y A205V en heterocigosis (individuos 1y 3), pero no
lo fue para encontrar aquellas con la sustitucion A122S; por lo tanto, se aumentd el nUmero

de plantas estudiadas y se utilizé la técnica dCAPS para facilitar la seleccion.

De las 25 plantas analizadas por la técnica de dCAPS, sé6lo dos presentaron la
sustitucion A122S (Figura 7). Se cloné y secuencié el gen ALS completo (subunidad
catalitica) de estas plantas con la sustitucion A122S para analizar la presencia de otras

mutaciones y confirmar la heterocigosis observada por dCAPS.

Sin embargo, el andlisis de estas secuencias arrojo siempre el alelo con la mutacién
(seis clones de diferentes PCR), no aportando evidencia de la co-existencia del alelo
salvaje. De cualquier manera, las dos plantas presentan el alelo R3 (A122S-A282D)
descripto en la seccion 2.3.3 y si bien este alelo tiene dos mutaciones, ya se demostrd
mediante ensayos in vitro en el capitulo anterior que la sustitucion A282D en la ALS no

confiere resistencia a ninguna de las cuatro familias de herbicidas ensayadas.
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Individuo Genotipo identificado

1 R1 (D376E)
Wt

2 R1 (D376E)

R5 (W574L)

3 R2 (A205V)
Wt

4 R2 (A205V)

R7 (A282D-S653N)

5 R5 (W574L)

Wt

Tabla 11. Genotipo del locus ALS de individuos seleccionados con imazetapir. Los alelos del
gen ALS se nombran de acuerdo a la seccién 2.3.3.
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Figura 7. Ensayo de dCAPS desarrollado para la sustitucion A122 en la ALS de A. palmeri.
Gel de poliacrilamida 6% P/V tefiido con SYBR safe. Calle 1: marcador de peso molecular
50 pb (Inbio). Calle 2: planta con sustitucion A122S (pie femenino). Calle 3: planta con
sustituciéon A122S (pie masculino). Calle 4: construccion pGEM-T/R3 (Control +). Calle 5:
construcciéon pGEM-T/Wt (Control -). La secuencia salvaje (Wt) produce una banda Unica
digerida de 171 pb, mientras que la mutante es insensible a la digestién y produce una
banda de 202 pb.

En la subpoblacién Tot se identificaron individuos que tienen en cada alelo ALS una
mutacion distinta (individuos 2 y 4, Tabla 11), lo cual dificultd6 ain mas la seleccion de

plantas con una Unica sustitucion en la ALS.

Para las sustituciones D376E y A205V solo se hallaron plantas con flores masculinas
con la mutacién en cuestion en heterocigosis; en cambio, para la sustitucion A122S, se hallé

un pie masculino y uno femenino. Dadas estas condiciones, se procedido a multiplicar las
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plantas con cada sustitucion mediante un método de clonado artificial (Seccién 4.2.3) y asi
se obtuvo material homogéneo para realizar las curvas dosis-respuesta y determinar el nivel

de resistencia in vivo conferido por cada sustitucion.

Cabe destacar que también se cruzaron las plantas con la sustitucion A122S en la
ALS para realizar el mismo estudio, pero en este caso el material vegetal se obtuvo a partir
de semillas. En la Figura 8 se muestran los clones vegetativos de la planta con la sustitucion
D376E, a modo de ejemplo, en distintas etapas de regeneracion.

A : B

Do
T

Figura 8. Clones vegetativos obtenidos a partir de una planta con la sustitucion D376E en la
enzima ALS en distintas etapas de regeneracion. (A) Brote que se corta de la planta para
clonarlo. (B) Brotes luego de dos semanas de haber regenerado raices. (C) Clon utilizado
para curvas dosis-respuesta.

Se realizaron las curvas dosis-respuesta de los clones vegetativos con una
sustitucién en la enzima ALS (A122S, A205V o D376E) para los herbicidas imazetapir,
clorimurén—etil y diclosulam. Los clones se nombraron de acuerdo al alelo del gen ALS que
poseen, es decir que los clones R1 poseen la sustitucion D376E en la enzima ALS, los R2 la

A205V y los clones R3 las sustituciones A122S-A282D.

El porcentaje de supervivencia de los clones R1, R2 y R3 fue del 100% a todas las

dosis ensayadas de todos los herbicidas, lo cual impidié el ajuste de los datos a partir de
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esta variable. Todos los clones con sustituciones Unicas en la enzima ALS sobrevivieron a
una dosis 32 veces mayor que la utilizada a campo para imazetapir (100 g i.a./ha),
diclosulam (30 g i.a./ha) y clorimurén-etil (50 g i.a./ha) (Figura 9). Esto indica que las tres
mutaciones en el gen ALS confieren resistencia cruzada in vivo a los herbicidas evaluados.
Para imazetapir, la LDsy (Tabla 12) de los clones fue mayor a la determinada para la
subpoblacién original Tot (seccion 2.3.1, capitulo 1), lo cual se explica facilmente si se tiene
en cuenta la presencia de individuos susceptibles en las subpoblaciones no purificadas
(Cousens y Mortimer 1995).

Si bien los clones con mutaciones Unicas en el gen ALS sobrevivieron a todos los
herbicidas, su crecimiento se inhibi6 severamente, afectando la biomasa (Figura 9, Tabla
12), particularmente en los tratamientos con imazetapir y clorimurén-etil. Para imazetapir en
todos los casos los GRs, resultaron < 100 g i.a./ha (dosis a campo recomendada), en tanto
que para clorimurén-etil los GRsg superaron la dosis de campo (50 g i.a./ha). Este mismo
comportamiento se observd en poblaciones de R. raphanistrum con la sustitucion D376E
(Yuetal., 2012).

Los FR determinados a partir de los GRso muestran un menor nivel de afectacion de
la biomasa de las plantas sobrevivientes a las TP, mientras que las SU parecen ser las

causantes de los efectos mas severos.
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Figura 9. Curvas dosis-respuesta con inhibidores de la ALS en clones vegetativos con una
sustitucién exclusiva en la enzima ALS. Los resultados se expresan como porcentaje de
supervivencia (A-C) y peso seco (D-F) relativo a los controles no tratados. En algunos casos
(A-C) las dosis del herbicida aplicado no provocaron una reduccion sustancial de la variable
supervivencia, lo cual imposibilito el ajuste de los datos a la curva paramétrica. Las flechas
sobre el eje x indican la dosis aplicada a campo (1X) de cada principio activo. Las barras
verticales representan * el error estdndar de la media.
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o Material Parametros

Herbicida

vegetal L Dso FR GRso FR R?

R1 >3200 >290 58+10* 15,3 0,97

Imazetapir R2 >3200 >290 83+3* 21,8 0,99

(IM1) R3 >3200 >290 39+22 10,3 0,96

Tuc 11+3 - 3,8+0,6 : 0,99

R1 >960 >80 607+142* 83,1 0,94

SilEenlar R2 >960 >80 564+114* 77,3 0,98

(TP) R3 >960 >80 137+17* 18,8 0,98

Tuc 12+2 - 7,3+0,8 - 0,98

R1 >1600 >22 89+19 1 0,98

s R2 >1600 >22 140+14* 1,6 0,97

etil (SU) R3 >1600 >22 7136 0,8 0,85

Tuc 73+17 - 86+11 - 0,98

Tabla 12. ParAmetros de las curvas dosis-respuesta. Las valores de GRs, (inhibicién del
crecimiento media) y LDs, (dosis letal media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los parametros de LDsy 0 GRsq de los clones
R y la subpoblacién Tuc. R? representa el coeficiente de determinacién del ajuste utilizado.
Los * indican diferencias estadisticamente significativas para cada herbicida entre los clones
Ry la subpoblacion Tuc (prueba t-Student, p< 0,05).

La resistencia cruzada a los herbicidas del grupo B conferida por la sustitucion
D376E concuerda con lo ya reportado para otras especies de malezas (Whaley et al., 2007;
Ashigh et al., 2009; Yu et al., 2012). Con respecto a la sustitucion A205V, se confirma que
en A. palmeri proporciona resistencia in vivo a las familias de las IMIl y SU al igual que en S.
ptychanthum y Conyza spp. (Ashigh y Tardif, 2007; Matzrafi et al.,, 2015). Ademas, se
detecta por primera vez que el cambio de aminoacidos A205V confiere resistencia in vivo a
TP (diclosulam), familia quimica de herbicidas no muy estudiada para esta mutacion. La
sustitucién A122S resulté ser de amplio espectro, como otras dos mutaciones en la posicion
122 (A122Y y A122N) reportadas s6lo en R. raphanistrum y E. cruz-galli, respectivamente
(Han et al., 2012; Panozzo et al., 2017).

De las tres mutaciones estudiadas en el gen ALS, se encontr6 mayor nivel de
resistencia a imazetapir en las plantas clonadas con la sustitucion A205V (FR= 21,8), a
diclosulam en las plantas con las sustituciones D376E (FR= 83,1) o A205V (FR=77,3) y a
clorimurén-etil, en las que contienen la sustitucion A205V en la enzima ALS (FR= 1,6). Estos
perfiles inhibitorios son consistentes con los estudios in vitro realizados con cada isoforma

(capitulo 2) para imazetapir, pero difieren del comportamiento observado frente a diclosulam
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y clorimurén-etil, donde la sustitucibon D376E fue la que otorgd mayores niveles de
resistencia a estos herbicidas. Esta misma tendencia (mayores niveles de resistencia in vitro
que in vivo) fue también observada en poblaciones de R. raphanistrum con la mutacién
D376E (Yu et al., 2012).

Los FR a nivel planta (in vivo) y enzima (in vitro) no siempre estan perfectamente
correlacionados. Tales inconsistencias cuantitativas se han observado también en otras
investigaciones (Foes et al., 1999; Ashigh y Tardif, 2007; Han et al., 2012; Panozzo et al.,
2017) y las razones de éstas pueden ser multiples como por ejemplo, otros mecanismos de
resistencia pueden estar presentes o puede haber diferencias genéticas y fisiol6gicas entre

las poblaciones comparadas.

Curiosamente, para los tres clones, los FR para diclosulam determinados por
ensayos in vivo son mayores o iguales (para la A122S) a los establecidos in vitro. Tal
comportamiento podria sugerir la presencia de otro mecanismo contribuyendo a la
resistencia para este herbicida, como por ejemplo una degradacién metabdlica aumentada
del herbicida. Este mecanismo de resistencia ya se ha observado en A. palmeri (Nakka et

al., 2017). Sin embargo, futuros experimentos son necesarios para confirmar esta hipoétesis.

4.3.2 Niveles de resistenciain vivo a herbicidas inhibidores de la ALS en plantas

con la sustitucién A122S obtenidas a partir de semillas

Se realizaron curvas dosis-respuesta con plantas obtenidas a partir de semillas que
presentan el alelo ALS R3 para comprobar que no haya un efecto debido a la propagacién
macro-vegetativa sobre el fenotipo resistente observado en los clones. El estudio sélo se
llevd a cabo con individuos con esta mutacion, ya que es la primera vez que la sustitucion
Al122S se observa en plantas y no hay otros trabajos para contrastar la resistencia que
proporciona; por consiguiente, es importante determinar que la resistencia se debe sélo a la

mutacion y no a otro efecto.

El porcentaje de supervivencia de las plantas con sustitucion exclusiva en la ALS fue
del 100% a todas las dosis ensayadas de imazetapir (LDs>800 g i.a./ha, Tabla 13) y
diclosulam (LDso>240 g i.a./ha, Tabla 13). Los individuos sobrevivieron a dosis ocho veces
mayor a la recomendada a campo (dosis maxima ensayada) (Figura 10). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos a partir de clones vegetativos, los cuales sobrevivieron a
dosis 32X. Vale la pena destacar que por medio de estos ensayos in vivo se confirma que el
pie masculino era homocigota (como lo indicaban los resultados de secuenciacion), ya que

ninguna planta muri6 a las dosis ensayadas, demostrando la ausencia de plantas
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susceptibles. Al respecto se podria pensar que durante el desarrollo del dCAPS se produjo
una contaminacion de la muestra con molde sensible, dado que la banda de 171 pb
(proveniente de la digestion del molde sensible) es mas tenue que la de 202 pb para esa
planta (Figura 7, calle 3).

Con respecto a la biomasa remanente, los datos no ajustaron a una curva. Las
plantas sobrevivientes presentaron a la dosis 8X un 75% de peso seco respecto al control
no tratado para imazetapir, mientras que para diclosulam fue del 55% (Figura 10). Para los
dos herbicidas, el GRs, fue mayor en las plantas obtenidas a partir de semillas (GRs,> 800 y
240 g i.a./ha para imazetapir y diclosulam, respectivamente) que en los clones (GRgy= 39+£22
y 13717 g i.a./ha para imazetapir y diclosulam, respectivamente). Esto puede explicarse
considerando que, como se discutié anteriormente, las semillas son homocigotas y
heterocigotas mientras que los clones son todos heterocigotas. No obstante, no puede

descartarse un efecto del clonado sobre la biomasa remanente.

. Material Parametros
Herbicidas tal ’
vegeta L Dso FR GRsp FR R
Imazetapir R3 >800 >72 >800 >210 _
(IM1) Tuc 11+3 - 3,8+0,6 . 0,99
Diclosulam R3 >240 >20 >240 >33 -
(TP) Tuc 1242 . 7,3+0,8 . 0,98

Tabla 13. Parametros de las curvas dosis-respuesta. Las valores de GRs, (inhibicion del
crecimiento media) y LDs, (dosis letal media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los parametros de LDsy 0 GRs, de las plantas
con la sustitucion A122S y la subpoblacion Tuc. R? representa el coeficiente de
determinacion del ajuste utilizado.
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Figura 10. Curvas dosis-respuesta con inhibidores de la ALS en plantas con la sustitucién
A122S en la enzima ALS. Los resultados se expresan como porcentaje supervivencia (A 'y
B) y peso seco (C y D) relativo a los controles no tratados. En algunos casos (A-D) las dosis
del herbicida aplicado no provocaron una reduccion sustancial de las variables en estudio, lo
cual imposibilité el ajuste de los datos a la curva paramétrica para R3. Las flechas sobre el
eje x indican la dosis aplicada a campo (1X) de cada principio activo. Las barras verticales
representan + el error estandar de la media.

La clonacion por propagacion macro-vegetativa se puede utilizar para evaluar plantas
durante estudios a largo plazo (Teaster y Hoagland, 2014). Esta técnica permite obtener
multiples clones que se usan como réplicas en ensayos letales y se ha empleado para el
estudio de resistencia a multiples herbicidas en distintas especies del género, asi como
también para caracterizar la respuesta de A. palmeri al stress abiético (Ma et al., 2013;
Teaster y Hoagland, 2014; Korres et al., 2017; Shergill et al., 2018). Los resultados de los
ensayos in vivo con las plantas obtenidas a partir de semillas validaron los observados a
partir de los clones; esto es, los clones portadores de la sustitucion 122 mostraron

resistencia a imazetapir y diclosulam, al igual que las plantas obtenidas a partir de semillas.

Esta es la primera vez que se utiliza el clonado por propagacion macro-vegativa para
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el estudio del nivel de resistencia in vivo otorgado por distintas sustituciones en la ALS,
comprobandose que es una técnica confiable.
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4.4 CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en este capitulo sefialan que las sustituciones A122S,
D376E y A205V confieren resistencia cruzada a las familias de herbicidas de las IMI, SU y
TP en A. palmeri. Esto coincide con lo observado en los ensayos in vitro de inhibicién de la
actividad ALS para las enzimas recombinantes con dichas sustituciones (capitulo 2). Es
importante el estudio del nivel de resistencia in vivo que confiere cada sustitucién en la
enzima ALS, porque los indices in vivo no necesariamente se condicen con las relaciones
halladas in vitro. Finalmente, es la primera vez que se reporta que la sustitucion A205V
confiere resistencia in vivo a diclosulam, que pertenece a la familia quimica de las TP y que
la sustitucion A122S, por primera vez descripta en plantas, proporciona resistencia cruzada
a los herbicidas ensayados.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A GLIFOSATO DE UNA SUBPOBLACION
DE A. palmeri IDENTIFICADA EN TOTORAS

5.1 INTRODUCCION:

El glifosato es un herbicida no selectivo, sistémico y post-emergente que controla
mas especies de malezas que cualquier otro herbicida conocido. Al momento de su
introduccion en 1974, el glifosato era relativamente costoso, lo que limitaba su uso a cultivos
horticolas de alto valor. Luego su uso comenzé a aumentar cuando aparecio el principio de
la “selectividad de posicion”, que consistia en la aplicacion de glifosato sobre los tallos y
hojas de las malezas (por ejemplo: Sorgo de Alepo) al superar éstas la altura de la soja.
Conforme su precio fue disminuyendo, comenz6 a adoptarse en muchas otras situaciones,

incluyendo el control de malezas en situaciones previas a la siembra y en barbecho.

En 1996, la introduccion de la soja resistente a glifosato permiti6 su uso como
herbicida selectivo post-emergente. En el mismo afio, L. rigidum fue identificado como el
primer caso de resistencia a glifosato reportado en una maleza. Este primer caso no tuvo
relaciébn con la introduccidn de cultivos resistentes a glifosato, ya que L. rigidum habia
desarrollado resistencia después de 15 afios de mdltiples tratamientos con glifosato en un

huerto de manzanas (Pratley et al., 1999).

La efectividad del glifosato en cultivos resistentes al mismo, combinada con su
amplio espectro de control a un costo relativamente bajo, condujeron a una tasa de
adopcion rapida en soja, maiz, algodon y canola. Desde entonces ha habido un aumento
constante en el numero de las especies de malezas resistentes a glifosato en todo el
mundo, en gran parte debido al aumento en el uso de este quimico en cultivos resistentes
(Heap y Duke, 2017). Actualmente, 47 especies de malezas han desarrollado resistencia a
glifosato en los cinco continentes (Heap, 2019) y en Argentina, 14 de estas especies ya han

sido detectadas.

De los 163 géneros de la familia Amaranthaceae, el Unico género que ha
desarrollado resistencia a glifosato es Amaranthus. Cuatro especies de este género poseen
resistencia a glifosato: A. palmeri, A. tuberculatus, A. hybridus y Amaranthus spinosus L. De
estas especies, la que mayor impacto econdmico tiene en los cultivos es A. palmeri (Heap y
Duke, 2017).

La resistencia a glifosato en A. palmeri esta asociada principalmente a mecanismos
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de RT. La amplificacion del gen EPSPS ha sido el mecanismo de RT mas comun descrito en
esta especie (Gaines et al., 2010; Kupper et al., 2017). Este no posee un costo bioldgico
para A. palmeri lo cual lo hace un mecanismo de resistencia a glifosato importante y
generalizado (Vila-Aiub et al., 2014). También se ha encontrado la sustitucion P106S en
algunas poblaciones de yuyo colorado de México y Argentina (Dominguez-Valenzuela et al.,
2017; Kaundun et al.,, 2019). Recientemente, se ha propuesto la participacion de una
amplificacion basada en ADN circular extracromosémico como el mecanismo presente en

una poblacion de A. palmeri del estado de Georgia, en Estados Unidos (Koo et al., 2018).

Los mecanismos de RNT a glifosato parecen no ser relevantes en A. palmeri. Sin
embargo, algunas poblaciones de esta especie resistentes a glifosato, recolectadas en
campos de algodén, mostraron mecanismos de RNT y RT (Dominguez-Valenzuela et al.,
2017). La caracterizacién de los escasos mecanismos de RNT detectados en el género
demostré una absorcién reducida y una translocacion alterada del glifosato (Dominguez-
Valenzuela et al., 2017; Palma-Bautista et al., 2019).

Cabe destacar, que los mecanismos de RT y RNT a glifosato pueden coexistir en
una planta individual y dentro de las poblaciones de estas (Bostamam et al., 2012; Morran et
al., 2018). Asi, las plantas individuales y/o las poblaciones pueden ser portadoras de
distintos mecanismos de RT (por ejemplo: mutacién y amplificacién del gen EPSPS) (Chen
et al.,, 2015) y/o diferentes mecanismos de RNT (por ejemplo: absorcién y translocaciéon
reducida) en simultaneo (Vila-Aiub et al., 2012).

Considerando el modelo productivo predominante en nuestro pais, caracterizado por
la elevada dependencia del control quimico utilizando pocos herbicidas, la escasez de
rotaciones y una alta proporcion de la superficie agricola bajo arrendamiento; y las
caracteristicas que posee A. palmeri, las consecuencias que puede ocasionar su presencia
en los sistemas agricolas son potencialmente peligrosas (Tuesca et al., 2016). Por
consiguiente, conocer las bases moleculares de la resistencia a glifosato en las
subpoblaciones de A. palmeri halladas en el pais es relevante ya que ofrece herramientas
para abordar el problema de la resistencia a través del disefio de practicas de control mas

eficientes, fundamentalmente para hacer frente a subpoblaciones con resistencia multiple.

Asi, este capitulo tiene como objetivo establecer los niveles de resistencia in vivo a
glifosato, determinar el numero relativo de copias del gen EPSPS e identificar los alelos del
gen que codifica para la enzima blanco presentes en una subpoblacion de A. palmeri hallada

en Totoras con resistencia multiple a herbicidas del grupo By G.
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5.2 MATERIALES Y METODOS:

5.2.1 Material vegetal

Se utilizé la subpoblacion de A. palmeri de Totoras descripta en la seccién 2.2.1
como objeto de estudio para la resistencia a glifosato. Otra subpoblacion de esta maleza,
colectada de un campo que nunca habia sido aplicado con glifosato, se us6 como control
susceptible para los ensayos con dicho herbicida. Las geolocalizaciones y nomenclaturas de
cada subpoblacién se resumen en la Tabla 1.

Subpob. Nombre Coordenadas R glifosato? R ALS?

Totoras Tot 32°34'59.88"S, 61°10'59.88"W Si Si

S VM 33955'17.0" S 64°35'17.9" O No &?
Mackenna

Tabla 14. Subpoblaciones de A. palmeri estudiadas.

5.2.2 Ensayos de dosis-respuesta

Se realizaron curvas de dosis-respuesta de las subpoblaciones de A. palmeri (Tot y
VM). La metodologia aplicada para los ensayos y el analisis de los datos fueron descriptos
en la seccion 2.2.3. El herbicida que se utilizé6 fue RoundUp Full® Il (sal potasica 66,2 g,
equivalente acido de glifosato 54% P/V, Monsanto). Las dosis de herbicida ensayadas
fueron: 0; 0,0625X; 0,125X; 0,250X; 0,5X; 1X, 2X, 4X, 8X, 16X y 32X, siendo X= 1080 g
i.a./ha.

5.2.3 Andlisis de las bases moleculares de la resistencia

5.2.3.1 Extraccién de ADN genémico

Se extrajo ADNg a partir de tejido foliar fresco de seis plantas sobrevivientes a la
dosis 1X de glifosato de la subpoblacién Tot y de seis plantas no aplicadas de la

subpoblacién VM. Las extracciones se llevaron a cabo como se detalla en la seccién 2.2.5.1.

5.2.3.2 Digestion diferencial de secuencias polimorficas amplificadas (dCAPS)

Se utilizé una alicuota de cada muestra de ADNg en un ensayo de dCAPS. La PCRy
la digestion se llevaron a cabo como se describe en Chatham et al. (2015). Los cebadores
se diseflaron para detectar mutaciones puntuales en el gen EPSPS que generan una

sustitucién en la prolina 106.
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El cebador directo fue EPSdcapsF1 (5-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3’),
mientras que el reverso fue modificado para generar especificidad para las subpoblaciones
locales del género Amaranthus (EPSdcapsR1: 5’-
TCCAGCAACGGCAACCGCAGCTGTCCATG-3’). Las digestiones se realizaron a 37°C
durante toda la noche, utilizando la enzima de restriccion Ncol (Promega, Cat. R6513), que
reconoce y corta especificamente la secuencia C*CATGG presente en la secuencia de tipo
salvaje. Las bandas de ADN se visualizaron en geles de poliacrilamida al 6% P/V tefidos
con SYBR safe (Invitrogen®, Cat. S33102), segun lo descripto en la seccién 4.2.2.4.
Muestras de ADN previamente secuenciadas se incluyeron como controles para validar la
fidelidad del test. La secuencia salvaje produce una Unica banda digerida de 156 pb,
mientras que una mutacion puntual en el tercer nucleétido codificante de la P106 produce la
pérdida del sitio de restriccion y la visualizacién de una Unica banda no digerida de 181 pb.
Asi, aquellas plantas que mostraron sélo la banda no digerida de 181 pb o ambas bandas
fueron clasificadas como homocigotas y heterocigotas para sustituciones en la P106,

respectivamente.

5.2.3.3 Secuenciacién y analisis

Se utilizaron muestras de ADNg como molde para la amplificacién de un segmento
conservado de 195 pb correspondientes al tercer exén del gen EPSPS, el cual contiene al
coddn codificante de la P106, y la secuencia lindante. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un volumen final de 50 pl conteniendo: 0,2 mM mezcla de dNTPs, 0,5 uM
cebadores, buffer de amplificacion 1X (suministrado por el proveedor de la enzima), buffer
enhancer 1X (suministrado por el proveedor de la enzima) y 1 U de Q5® High-Fidelity DNA
Polymerase (Biolabs New England, Cat. M0491). Se utilizaron los siguientes cebadores,

previamente disefiados por Gaines et al. (2010):
EPSfwGa sentido: 5" - ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT - 3
EPSrvGa antisentido: 5" - TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA - 3
Se realiz6 la amplificacion del gen mediante el protocolo descripto previamente por
Gaines et al. (2010): 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos compuestos por tres etapas: 30

segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 40 segundos a 72°C; y una etapa de 5 minutos a
72°C.

Los productos de PCR se secuenciaron a través del servicio proporcionado por

Macrogen Inc. (Corea del Sur). Las lecturas de secuenciacion se alinearon con una
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secuencia EPSPS de referencia de A. palmeri obtenida del NCBI (FJ861243.1). El
alineamiento se realizo utilizando el algoritmo Cluster W del software Unipro Ugene v1.11.2.
Todas las secuencias fueron traducidas y alineadas, para buscar sustituciones de

aminodcidos.

5.2.3.4 PCR cuantitativa en tiempo real (real-time qPCR)

La amplificacidon en el numero de copias del gen EPSPS se estudié mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Se utiliz6 como gen de referencia el gen de actina de A. palmeri.

Los cebadores que se usaron fueron los siguientes:

EPSfwGa sentido: 5" - ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT - 3
EPSrvGa antisentido: 5" - TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA - 3
Actinafw sentido: 5- CGTGACCTGACTGATTACCTTA -3

Actinarv antisentido: 5- GCTCGTAGTTCTTCTCAATGGC - 3

Los cebadores EPSfwGa y EPSrvGa, previamente diseflados por Gaines et al.
(2010), amplifican un fragmento génico de 195 pb, como se menciond anteriormente; y los
cebadores Actinafw y Actinarv uno de 118 pb. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 13 uL, conteniendo cebadores en una concentracion de 200 nM, 1X de Mezcla real
(Biodynamics, Buenos Aires, Argentina) y 50 ng de cada ADNg. Cada muestra bioldgica se
proceso por triplicado. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Rotor-Gene Q
(Qiagen) programado de la siguiente manera: 2 minutos a 95°C; 40 ciclos de: 15 segundos a
95°C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C. Al final del ciclado, la especificidad en la
amplificacion de los productos se cheque6 mediante la construccion de curvas de fusion (86
ciclos de 10 segundos variando la temperatura entre 72 y 95°C, con un incremento de 0,5°C
a partir del 2° ciclo). La eficiencia de la amplificacion se calcul6 independientemente en cada
reaccion y se consider6 para el procesamiento de los datos. Las cuantificaciones
comparativas de los valores Ct (definido como el ciclo umbral a partir del cual la sefial de
fluorescencia se incrementa por encima del ruido durante la fase exponencial de la reaccion
de PCR) se hicieron con el software REST (Relative Expression Software Tool V 2.0.7 for
Rotor Gene, Corbett Life Sciences) (Pfaffl et al., 2002). Los resultados se expresaron como
el nimero de veces en el que las copias del gen EPSPS estan incrementadas en las plantas
resistentes respecto de las susceptibles. Las diferencias estadisticamente significativas

fueron estimadas a través del test de aleatorizacion provisto por el software REST.

90



Capitulo 4

5.2.4 Acumulacion de acido shikimico en tejido foliar de plantas tratadas con

glifosato

Se obtuvieron clones vegetativos de los individuos de interés de la subpoblacion

problematica, de acuerdo a la metodologia detallada en la seccion 4.2.3.

Se trataron clones vegetativos de la subpoblacion resistente y plantas de la
subpoblacion susceptible, en estadio de 4-6 hojas, con 1080 g i.a./ha de glifosato (RoundUp
Full® Il) y se emplearon para cuantificar la acumulacién de acido shikimico en post-

aplicacion siguiendo la metodologia de Shaner et al. (2005).

Se tomaron muestras de 0,05 g de peso fresco de la lamina foliar, de tres clones
vegetativos de cada individuo de interés resistente y de tres plantas de la subpoblacién
susceptible a 0, 24, 48, 72 y 96 horas post-aplicacién. Las muestras se colocaron en viales
de 20 ml con 1 ml de fosfato monobésico de amonio 10 mM (pH 4,4) y Tween 80 0,1% V/V y
se conservaron a -80°C. Posteriormente, se agregaron 250 ul de acido sulftrico 1,25 N a
cada vial y se los incubé durante 15 min a 60°C. Los niveles de shikimato se midieron de
acuerdo a Cromartie y Polge et al. (2000).

Se transfirieron 167 ul de cada vial a un tubo, se agregaron 667 pl de una solucién
de &cido periédico 0,25% P/V y m- periodato 0,25% P/V y se incub6é a 25°C durante 90
minutos. Finalmente, se detuvo la reaccion agregando 667 ul de hidréxido de sodio 0,6 N en
sulfito de sodio 0,22 M y se midi6é la absorbancia a 380 nm en un espectrofotbmetro
(PerkinElmer Lambda Bio+, Waltham, Massachusetts, U.S.). La cuantificacion se realizé a
partir de una curva de calibracion, utilizando concentraciones conocidas de &acido shikimico
(Sigma- Aldrich, Cat. S5375). Los datos se expresaron como pg de acido shikimico por
gramo de peso fresco. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y se repitieron dos

veces los experimentos.

Los datos se sometieron a un analisis de la variancia (ANOVA) bifactorial en el
software SigmaPlot (versibn 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA) y las
diferencias estadisticamente significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con

un nivel de significancia del 5% (a= 0,05).

5.2.5 Acumulacion de acido shikimico en discos de hojas incubados con glifosato

in vitro

Se tomaron muestras de 0,05 g de peso fresco de la lamina foliar de tres clones

vegetativos de las mismas plantas utilizadas en el ensayo anterior y de tres plantas de la
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subpoblacién susceptible. Las muestras se colocaron en viales de 20 ml con 1 ml de fosfato
monobasico de amonio 10 mM (pH 4,4) y Tween 80 0,1% V/V. A los viales tratados se les
agrego glifosato 100 uM (RoundUp Full ® II), utilizando a modo de control viales sin el
agregado del herbicida. La concentracion seleccionada permite distinguir, por este ensayo,
plantas con diferentes grados de sensibilidad al herbicida.

Se cerraron los viales con laminas de termoplastico flexible (Parafim®) y se
incubaron a 24°C y 150 uM m? s de radiacién fotosintéticamente activa continua por 16
horas en una cdmara de crecimiento. Posteriormente, se utilizé el mismo protocolo descripto
en la seccién anterior para determinar los niveles de &cido shikimico acumulados en cada

vial.

Los resultados se expresaron como g de 4cido shikimico por gramo de peso fresco.
Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y el experimento total fue llevado a cabo dos

veces.

Los datos se sometieron a un ANOVA unifactorial en el software SigmaPlot (versién
11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA) y las diferencias estadisticamente
significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de significancia del
5% (o= 0,05).
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION:

5.3.1 Niveles de resistencia a glifosato in vivo en la subpoblacién de A. palmeri de
Totoras

Mediante ensayos dosis-respuesta se realiz6 la confirmacion y caracterizacion in vivo
de la resistencia a glifosato para la subpoblacion Tot. Las curvas dosis-respuesta indican
gue tanto la biomasa seca como la tasa de supervivencia en la subpoblacion Tot son
significativamente mayores que para la subpoblacion VM cuando las plantas son expuestas
a dosis crecientes de glifosato (Figura 11).

Los factores de resistencia, calculados como los cocientes entre los GRs, y LDso de
la subpoblacién resistente versus la susceptible, fueron 45 y 222,3, respectivamente (Tabla
15), indicando altos niveles de resistencia a glifosato en esta subpoblacién. Es importante
resaltar que la subpoblacién VM fue marcadamente susceptible a glifosato (LDsp= 10£3 ¢
i.a./hay GRso= 2845 g i.a./ha, Tabla 15) en comparacién a otras poblaciones susceptibles de
la especie (Palma-Bautista et al., 2019; Klpper et al., 2017), produciendo asi altos FR que
podrian estar sobrestimando el nivel de resistencia de la subpoblacién Tot. Sin embargo, no
hay dudas de que la subpoblacién Tot resulta realmente resistente teniendo en cuenta que
ni siquiera una dosis 2X es suficiente para controlar el 50% de la subpoblacion. Asi, estos
altos niveles de resistencia podrian contribuir al enriquecimiento de este biotipo en el banco
de semillas en condiciones de sobreuso de glifosato.
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Figura 11. Efecto del glifosato sobre la supervivencia y biomasa de la subpoblacién Tot. Las
plantas de las subpoblaciones Tot y VM fueron sometidas a la aplicacion de dosis crecientes
de glifosato. Los resultados se expresan como porcentaje de supervivencia (grafico superior)
y peso seco (grafico inferior) respecto de los grupos controles no tratados. Las flechas sobre
el eje x indican la dosis aplicada a campo (1X) de glifosato. Las barras verticales
representan = el error estandar de la media.

Subpoblacién Peso seco Supervivencia
GRs FR R? LDso FR R?
Tot 1260+63* 45 0,99 2223+303* 222,3 0,96
VM 285 - 0,98 10+3 - 0,99

Tabla 15. Respuesta a glifosato de las subpoblaciones Tot y VM. Parametros de las curvas
de dosis-respuesta. Las valores de GRs, (inhibicion del crecimiento media) y LDs, (dosis letal
media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de resistencia (FR) representan el
cociente entre los parametros de GRs, y LDsg de la subpoblacion Tot respecto de la
subpoblacion VM. R? representa el coeficiente de determinacion del ajuste utilizado. Los *
indican diferencias estadisticamente significativas entre las subpoblaciones ensayadas
(prueba t-Student, p<0,05).

Con respecto al LDs, de la subpoblacién Tot, éste se asemeja al de poblaciones de
A. palmeri colectadas en México (LDsy entre 948+62 - 1722+167 g i.a./ha) (Dominguez-
Valenzuela et al., 2017) y en la provincia de Cérdoba de nuestro pais (LDso: 1934 g i.a./ha)
(Palma-Bautista et al., 2019). No obstante, la dosis letal media (LDs) de la subpoblacion en
estudio resultd menor que la de una poblacion de A. palmeri (LD5::3982+310 g i.a./ha)
reportada en Brasil (KUpper et al., 2017) pero mayor a la de otra poblacidon encontrada en
Vicufia Mackenna, Argentina (LDsy: 1102 g i.a./ha) (Kaundun et al., 2019).
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Los mecanismos de resistencia asociados a estas poblaciones son: una sustitucion
de la prolina en la posicién 106 por serina, absorciéon y translocacién reducida, para la
poblacion de México (Dominguez-Valenzuela et al., 2017); absorcion y translocacion
reducida, para la poblaciéon de Cérdoba (Palma-Bautista et al., 2019); aumento del nUmero
de copias del gen EPSPS (elevado, entre 50 - 179 copias del gen), en la de Brasil (Kipper
et al., 2017); y sustituciéon P106S en la EPSPS y aumento del nimero de copias del gen (1,8
copias), en la de Vicufia Mackenna (Kaundun et al., 2019).

5.3.2 Bases moleculares de laresistencia a glifosato

Para abordar los dos mecanismos de resistencia asociados al sitio de accion
mayoritariamente reportados para especies del género, se evalué la presencia de
sustituciones en la P106 y se determiné el nUmero de copias del gen EPSPS mediante las
técnicas dCAPS y gPCR, respectivamente.

En la subpoblacion Tot, se encontraron plantas homocigotas para la sustitucion
P106S y plantas homocigotas para la secuencia salvaje, es decir, sin ninguna sustitucion en
la posicion 106. En el gel de la Figura 12 se pueden observar, a modo de ejemplo, los
diferentes patrones de digestion obtenidos en la subpoblacion Tot. Estos resultados fueron
confirmados por secuenciaciéon parcial del gen EPSPS. La no deteccion de plantas

heterocigotas en la subpoblacion Tot se atribuye al bajo nimero de individuos evaluados.
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Figura 12. Presencia de la sustitucion P106S en la EPSPS de la subpoblacién Tot. Ensayo
de dCAPS desarrollado para la sustitucion P106 en la EPSPS de A. palmeri. Gel de
poliacrilamida 6% P/V tefiido con SYBR safe. Calle 1: Marcador de peso molecular 50 pb
(Inbio). Calle 2-6: plantas de la subpoblacion Tot homocigotas para la sustitucién P106S.
Calle 7: planta de la subpoblacion Tot homocigota para la secuencia salvaje. Calle 8 y 9:
ADNs control de muestras secuenciadas de A. palmeri homocigotas para P106S vy
homocigotas salvaje, respectivamente. La secuencia salvaje (Wt) produce una banda Unica
digerida de 156 pb, mientras que la mutante es insensible a la digestiébn y produce una
banda no digerida de 181 pb.

En relacion al namero de copias del gen EPSPS, los resultados se expresaron como
el ndmero de copias del gen EPSPS en las plantas resistentes relativo al de las

susceptibles, no observandose diferencias significativas (Figura 13).
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Figura 13. Numero de copias del gen EPSPS de la subpoblacion Tot respecto a la
subpoblaciéon VM. El nimero relativo de copias del gen EPSPS fue determinado por PCR
cuantitativa en tiempo real. Los resultados fueron normalizados utilizando las
determinaciones de las muestras VM como referencia. Las barras verticales representan el
error estandar de la media.

De acuerdo a estos resultados, el mecanismo de resistencia a glifosato de la
subpoblacion Tot estaria asociado al sitio de accién y se deberia a la sustitucion en la
posicién 106 de una prolina por una serina en la EPSPS. Como se mencioné anteriormente,
esta mutacion puntual es conocida por conferir resistencia a glifosato en A. palmeri
(Dominguez-Valenzuela et al. 2017; Kaundun et al., 2019) y en otras especies de malezas
(Baerson et al., 2002; Gonzalez-Torralva et al. 2012; Nandula et al. 2013; Yu et al., 2015;
Takano et al., 2019). No obstante, las diversas sustituciones de P106 en EPSPS confieren
solo resistencia a glifosato en bajo nivel tanto a nivel enzimatico como a nivel planta

(Sammons y Gaines, 2014).

La sustitucion P106S causa un pequefio cambio estructural en el sitio activo de la
EPSPS pero no afecta sus parametros cinéticos (Km y V4 (Baerson et al., 2002; Yu et al.,

2015), explicando la ausencia de un costo biolégico asociado (Vila-Aiub et al., 2019).

Debido a que la sustitucion de P106S proporciona bajos niveles de resistencia en
malezas (Alarcon-Reverte et al., 2013; Yu et al, 2015; Takano et al., 2019), el
significativamente mayor LDs, de la subpoblacién en estudio (2223+303 g i.a./ha) sugiere
que algun mecanismo no asociado al sitio de accion estaria contribuyendo a la resistencia.
Consistentemente con esta hipotesis, en la subpoblacion en estudio se encontraron también

individuos resistentes a glifosato sin la sustitucion P106S en la EPSPS.
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5.3.3 Andlisis comparativo de la acumulacién de acido shikimico por aplicacion de

glifosato in planta versus aplicacion en disco de hojas

El efecto del glifosato en el metabolismo de la planta se traduce en la inhibicién de la
accion de la enzima blanco por competir con el PEP por el sitio activo a la EPSPS. La
inhibicién de la EPSPS, enzima clave en la via del shikimato, reduce la regulacién por
retroalimentacién negativa de la via, lo cual resulta en un aumento en el flujo de carbono a
shikimato-3-fosfato, que luego se convierte en altos niveles de &cido shikimico (Duke y
Powles, 2008).

Se estudié la acumulacién de 4cido shikimico en tejido foliar de plantas tratadas con
glifosato y en hojas incubadas con este herbicida in vitro. Cuando la aplicacion del glifosato
se realiza in vitro las plantas son abstraidas del proceso de absorcion y penetraciéon normal
del herbicida que realizan, forzando la entrada masiva del mismo a través de los bordes del
disco de hoja. En contraste, cuando son aplicadas con glifosato in planta, la penetracion del
herbicida ocurre a nivel de la cuticula foliar Unicamente. Asi, el andlisis comparativo de los
perfiles de acumulacion de acido shikimico en cada condicion experimental permitiria
detectar un mecanismo de resistencia causado por una absorcion foliar reducida del
herbicida, ya que el mismo resulta salteado en la condicién de aplicacion in vitro, eliminando
su contribucion. Asimismo, una resistencia debida a la translocacion reducida del herbicida
hacia los tejidos meristematicos no estaria contribuyendo en los ensayos in vitro. En cambio,
por ejemplo, una RNT producida por un metabolismo aumentado seria contemplada en

ambos tipos de ensayos.

Se obtuvieron clones vegetativos de los individuos con y sin la sustitucion P106S en
la enzima de la subpoblacion problematica para utilizar el mismo material en los dos
ensayos y comparar la acumulacion de &cido shikimico en hoja por aplicacién del glifosato in

planta versus la aplicacion in vitro.

Los niveles de acido shikimico detectados en hoja luego del tratamiento in planta con
glifosato fueron distintos entre las plantas de las subpoblaciones resistente y susceptible
(Figura 14). A las 24 horas post-aplicacion, se detect6é una mayor acumulacién de &cido
shikimico en las plantas de la subpoblacibn VM con respecto a las plantas de la
subpoblacién Tot, coherentemente con el grado de susceptibilidad de cada subpoblacion.
Esta diferencia se increment6 a 96 horas post-aplicacion. Paralelamente, todas las plantas
de la subpoblacion Tot tuvieron el mismo comportamiento luego de la aplicacion de glifosato

in planta, independientemente de la presencia/ausencia de la mutacion P106S.
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Figura 14. Acumulacién de &cido shikimico en hojas de plantas de las subpoblaciones
susceptible (VM) y resistente (Tot) a 24 y 96 horas post-aplicacién de 1080 g i.a./ha de
glifosato. Los valores se expresan en pg de acido shikimico por gramo de peso fresco de
tejido. Se representan los valores medios * el error estandar. Las diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre las plantas con distintos genotipos y las
horas post-aplicacion (p<0,05).

Cuando los discos hojas de los individuos analizados fueron incubados con glifosato
100 uM in vitro durante 16 horas se detectaron diferencias en los niveles de acido shikimico
acumulados entre las plantas de las distintas subpoblaciones (resistente y susceptible), asi

como también entre las plantas de la subpoblacion Tot con diferentes genotipos (Figura 15).

Las plantas con la sustituciéon P106S en la EPSPS acumularon una menor cantidad
de &cido shikimico que las plantas susceptibles y los clones vegetativos de la subpoblacion
Tot sin la sustituciéon P106 en la enzima. Mientras que estos Ultimos acumularon igual
cantidad de acido shikimico que las plantas susceptibles. Resultados similares, con respecto
a la diferencia en acumulaciéon de acido shikimico entre las poblaciones resistentes y
susceptibles, se han observado en otras especies de malezas tales como A. tuberculatus
(Nandula et al., 2013) y E. indica (Takano et al., 2019).

Debido a que la acumulacion de &cido shikimico es normalmente proporcional a la
inhibiciébn de la EPSPS, una acumulacién menor de este en las plantas con la sustitucién
P106S, demuestra una vez mas que esta sustitucion le confiere resistencia a la enzima a
glifosato. Por el contrario, las plantas resistentes sin la mutacién parecen comportarse de

manera similar a las plantas sensibles en este ensayo, dado que ambas contienen una
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isoforma de EPSPS salvaje. Esto indica que el mecanismo de RNT presente en estas
plantas no est4 operando en las condiciones del ensayo en discos.
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Figura 15. Acumulacion de shikimato en hojas de plantas de las subpoblaciones susceptible
(VM) y resistente Tot por aplicacion de glifosato in vitro. Los valores se expresan en g de
acido shikimico por gramo de peso fresco de tejido. Las barras verticales representan el
error estandar de la media. Las diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los individuos analizados (p<0,05).

En otras palabras, las plantas sin la sustitucion P106S acumulan 3,4 veces menos
acido shikimico que la subpoblacién VM cuando la aplicacion de glifosato es in planta y no
muestran diferencias en la acumulacion del metabolito cuando la aplicacion es in vitro (Tabla
16).

Aplicacion de glifosato in planta Aplicacion de glifosato in vitro
Individuos pg de acido shikimico/ Ratio pg de acido shikimico/ Ratio
gpf SG/RG gpf SG/RG
Tot (P106S) 1139466 3,6 177+35 4,2
Tot (P106) 1225+105 3,4 968+104 0,8
VM 4150+418 = 737£6 =

Tabla 16. Acumulacion de acido shikimico en individuos de las subpoblaciones Tot y VM.
Ensayo de acumulacion de acido shikimico mediante aplicacion de glifosato in planta 96
post-aplicacion vs in vitro. Promedio de &cido shikimico acumulado de tres clones de cada
individuo * error estandar. Las medidas se realizaron por duplicado y el experimento se
realiz6 dos veces. SG: plantas susceptibles a glifosato (VM). RG: plantas resistentes a
glifosato (Tot P106S y P106).
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El comportamiento de las plantas con la sustitucion P106S es el mismo que se
observé en una poblacion de E. indica con un mecanismo de RT asociado a la sustituciéon
P106S en la EPSPS. En esa poblacion la relacion de acido shikimico acumulado respecto a
la poblacién sensible fue el misma para los ensayos de acumulacion de acido shikimico con

aplicacion de glifosato in planta e in vitro (Takano et al., 2019).

De manera similar a nuestros resultados, una acumulacién de &cido shikimico
diferencial en funcion del genotipo fue observada en discos de hoja de poblaciones de A.
palmeri con la sustitucibn P106S en EPSPS o una absorcion y translocacion reducida de
glifosato. Esto es, las poblaciones con una absorcion y translocacion reducida acumularon
una mayor cantidad de shikimato que las que tienen la sustitucion P106S (Dominguez-

Valenzuela et al., 2017), pero menos que la poblacién sensible.

La evidencia hasta aqui descripta sefiala que el mecanismo de resistencia de las
plantas sin la sustitucibn P106S en la enzima podria deberse a una absorcion y/o
translocacion reducida, en linea con lo reportado recientemente para otras poblaciones de

A. palmeri de nuestro pais (Palma-Bautista et al., 2019).

Estos resultados demuestran que la resistencia a glifosato de la subpoblaciéon Tot
estd asociada a mecanismos de RT y RNT. La resistencia a glifosato debido a la co-
existencia de estos mecanismos, ya se ha reportado en A. palmeri (Dominguez-Valenzuela
et al.,, 2017). Futuros experimentos son necesarios para confirmar el mecanismo de RNT

propuesto y conocer sus bases bioquimicas y fisiolégicas.
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5.4 CONCLUSIONES:

Los resultados presentados en este capitulo confirman la resistencia a glifosato de la
subpoblacion de A. palmeri de Totoras. Esto disminuye aln mas las opciones quimicas para
el control del yuyo colorado en las zonas rurales de dicha localidad, ya que esta
subpoblacién posee también resistencia cruzada a los inhibidores de la ALS, como se
describi6 en el capitulo 1.

La caracterizacion molecular de la resistencia indica que la subpoblacion posee
mecanismos de RT y RNT. El mecanismo de RT esté asociado a una mutacion puntual en el
gen EPSPS (P106S) que reduce la sensibilidad de la enzima por el glifosato y el mecanismo
de RNT podria deberse a una absorcion y/o translocacién reducida del herbicida, puesto que
en individuos sin la sustitucion P106S se observaron diferencias en la acumulacion de &cido

shikimico cuando la aplicacion de glifosato fue in planta versus in vitro.

Futuros experimentos permitirdn conocer en profundidad las bases bioquimicas y
fisiol6gicas del mecanismo de RNT presente en esta subpoblacion. Estos resultados
representan el primer reporte de una poblacién de A. palmeri en Argentina con presencia

simultdnea de mecanismos de RT y RNT a glifosato.
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6. CONCLUSIONES GENERALES:

CAPITULO 1

= Se confirm6 y cuantifico la resistencia cruzada en una subpoblacién (Tot) de Amaranthus
palmeri a tres familias quimicas de herbicidas inhibidores de la ALS.

= Se determiné que la resistencia a inhibidores de la ALS de la subpoblacién Tot se debe a
un mecanismo asociado al sitio de accién, de mutacion de punto en la secuencia
codificante del gen ALS.

= Se identificaron dos sustituciones de aminoacidos (W574L y S653N) en la enzima ALS
previamente reportadas en la especie y cuatro sustituciones (A122S, A282D, D376E y
A205V) detectadas por primera vez en A. palmeri en este trabajo de tesis.

CAPITULO 2

Se logro la expresion heterdloga en E. coli de las 7 versiones de ALS presentes en la
subpoblacién Tot y la caracterizacién de sus parametros cinéticos, asi como también la
cuantificacién de la inhibicién producida por cada herbicida. Es la primera vez que se

estudia la cinética de enzima ALS de A. palmeri

Se observé una disminucion de la Vs de las enzimas R1 (D376E), R2 (A205V), R3
(A122S-A282D) y R6 (S653N). En las enzimas R2 y R5 (W574L) se determiné una Km
mayor a la de la enzima salvaje, indicando una menor afinidad de las enzimas mutantes
por el sustrato.

La sustitucion A282D en la enzima R4 no afectd sus parametros cinéticos ni la respuesta

inhibitoria, descartdndose su contribucion al fenotipo de resistencia.

Las sustituciones A205V, Al122S, W574L y S653N afectaron considerablemente la
eficiencia catalitica de las enzimas R2, R3, R5 y R6, respectivamente. La menor
eficiencia catalitica de estas enzimas podria tener un costo biolégico en las plantas

resistentes.

Todas las isoformas “resistentes” presentaron menor susceptibilidad frente a imazetapir
(IM1), clorimurén-etil (SU), diclosulam (TP) y flucarbazona de sodio (SCT), a excepcion
de la enzima R6 que fue susceptible a diclosulam.

Las enzimas R presentaron diferentes perfiles de inhibicion relativos a la isoforma
salvaje, siendo la mutacion W574L presente en R5 la menos susceptible a todos los

herbicidas ensayados.
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= Es la primera vez que se informa que la sustitucion A205V proporciona menor
susceptibilidad in vitro a las familias de herbicidas TP y SCT y que la sustitucion A122S
es de amplio espectro.

CAPITULO 3

= Se logré seleccionar individuos con sustituciones exclusivas en la enzima ALS y
determinar el nivel de resistencia in vivo conferido por las mutaciones D376E, A205V y
A122S en A. palmeri.

= Las tres mutaciones en el gen ALS confieren resistencia cruzada a herbicidas de tres
familias quimicas: IMI, SU y TP. Esto demostr6 que la menor capacidad inhibitoria
conferida por las sustituciones en la enzima ALS halladas por primera vez en esta

especie es suficiente para conferir un nivel notable de resistencia en las plantas.

CAPITULO 4

= Se confirmé la resistencia a glifosato de la subpoblacion Tot. La caracterizacion
molecular de la resistencia indica que la subpoblacién posee mecanismos de RT y RNT.

= El mecanismo de RT estd asociado a una mutacién puntual en el gen EPSPS (P106S)
gue reduce la sensibilidad de la enzima por el glifosato y el mecanismo de RNT podria
deberse a una absorcion y/o translocacion reducida del herbicida. No obstante, futuros

experimentos son necesarios para confirmarlo.

Por lo antes mencionado, en relacion a las hipétesis planteadas inicialmente se

puede concluir que:

* La hipotesis “la resistencia a los herbicidas inhibidores de la ALS (herbicidas del grupo
B) de las plantas de Amaranthus palmeri halladas en la localidad de Totoras se debe a

un mecanismo target de mutacién de punto sobre el gen ALS” es aceptada.

En la subpoblaciéon Tot se encontraron multiples alelos del gen ALS que confieren

resistencia a diferentes herbicidas en distintos niveles, in vitro e in vivo.

* La hipétesis “la resistencia a glifosato (herbicida del grupo G) de las plantas de
Amaranthus palmeri halladas en la localidad de Totoras se debe a un mecanismo target

de amplificacién del nUmero de copias del gen EPSPS” es rechazada.

Los individuos de la subpoblacion analizados no poseen un mayor nimero de copias

del gen EPSPS respecto a la subpoblacién susceptible. El principal mecanismo de
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resistencia de la subpoblacién Tot estd4 asociado al sitio de accion, pero se debe a una
mutacion puntual en el gen EPSPS (P106S), a diferencia de lo reportado para la mayoria de
las poblaciones de la especie, antecedentes sobre los que se apoyo la hipétesis. Hay
indicios de que una absorcion y/o translocacion reducida del herbicida podria ser el
mecanismo de RNT involucrado; sin embargo, futuros experimentos son necesarios para

comprobar esto.

Finalmente, en este trabajo de tesis se confirmd que la subpoblacion de A. palmeri
hallada en Totoras tiene resistencia mdultiple a los inhibidores de la ALS vy glifosato y se
dilucidaron las bases moleculares que explican el fenotipo de resistencia a estos herbicidas.
Para los dos herbicidas la resistencia esta principalmente asociada a un mecanismo de RT
(sustitucién de punto en enzima blanco) y para glifosato también un mecanismo de RNT
esta implicado. En esta investigacién se encontré por primera vez en plantas la sustitucion
A122S en la enzima ALS. Se caracteriz6 la cinética y determiné el patrén de resistencia (in
vitro e in vivo) de esta nueva mutacion, asi como también se realiz6 con las demas
versiones de la ALS de A. palmeri. El cambio de aminoacidos A122S confiere resistencia de
amplio espectro a los inhibidores de la ALS. Sin embargo, afecta la eficiencia catalitica de la
enzima, lo cual podria tener un costo biolégico. Futuros experimentos son necesarios para
determinar si el mecanismo de RNT involucrado en la resistencia a glifosato es una
absorcion y/o translocacion reducida del herbicida y establecer si la mutacion A122S en el

gen ALS tiene asociado un costo biolégico.

La caracterizacion de los mecanismos de resistencia resulta clave para la toma de
decisiones acerca de las estrategias que se incluyen en un programa de manejo. En este
sentido, la presencia de diferentes sustituciones que confieren resistencia de amplio
espectro a inhibidores de la ALS y de la sustitucion P106S en la enzima EPSPS junto a otro
mecanismo de RNT que proporcionan alta resistencia a glifosato podria alertar sobre la
ineficacia del control de esta especie de Amaranthus so6lo con herbicidas de los grupos B y
G en Argentina. Ademas, la presencia de mecanismos de RNT plantea una seria amenaza
para el manejo de esta maleza con otros modos de accién. Consecuentemente, estrategias
que impliquen la rotaciébn de mezclas de herbicidas con diferentes modos de accion en
complementacion con practicas de control no quimicas (como la labranza, el uso de cultivos
de cobertura y desmalezado manual o mecanico), podrian ser especificamente disefiadas

para cada region bajo el soporte de estudios basados en evidencia cientifica.
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