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RESUMEN

Caracterizacion fenotipicay bioguimica del alelo Ahasl1-4 con resistencia ainhibidores

de AHAS en girasol (Helianthus annuus L.)

El locus multialélico Ahasll determina el nivel de resistencia/susceptibilidad a herbicidas
inhibidores de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en girasol. Recientemente se ha
encontrado un alelo que confiere resistencia cruzada a distintas familias quimicas de
inhibidores de AHAS: imidazolinonas (IMI), sulfonilureas (SU), triazolopirimidinas (TP) y
pirimidiniltio (u oxi) benzoatos (POB), denominado Ahasll-4, que se corresponde con la
sustitucion Trp574Leu. La evaluacion en las etapas de germinacion y la caracterizacion
bioguimica de Ahasl1-4, asi como las relaciones de dominancia con otros alelos del locus
Ahasll no se han realizado hasta el momento. Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar
el crecimiento de plantulas y la actividad enzimatica AHAS en respuesta a los herbicidas
imazapir y metsulfurén metil de genotipos de girasol que portan diferentes combinaciones de
los alelos Ahasll-1, Ahasll-4 y ahasll y determinar las relaciones de dominancia entre los
alelos mencionados en respuesta a diferentes concentraciones de imazapir y metsulfuron
metil. Dentro de los ensayos de germinacion, en presencia del herbicida imazapir, los
genotipos Ahasll-4/Ahasl1-4 y Ahasll-1/Ahasl1-4 presentaron los mayores valores de GRsg
para las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales
mayores a 5 mm (LPb), longitud de raiz lateral mas larga (LL), area foliar total (AF) y longitud
promedio del primer par de hojas (LF), hasta 6000 veces superior al genotipo susceptible
ahasll/ahasll y hasta 15 veces superior al genotipo Ahasll-1/Ahasll-1 que confiere
resistencia so6lo a IMI. Al realizar la comparacion dentro de cada variable y entre los genotipos
evaluados se encontraron diferencias significativas excepto al comparar los genotipos Ahasl|1-
4/Ahasll1-4 y Ahasll-1/Ahasll-4. Con el herbicida metsulfuron metil se observé que los
genotipos que portaban al menos un alelo Ahasl1-4 presentaron los mayores GRso dentro de
las variables radicales evaluadas. Sin embargo, dentro de las variables foliares el genotipo
Ahasl1-4/Ahasl1-4 mostré un GRso seis veces superior para area foliar total y cuatro veces
superior para longitud promedio del primer par de hojas respecto al genotipo Ahasl1-1/Ahasl1-
4. A nivel de actividad enzimatica, con ambos herbicidas, el genotipo Ahasll-4/Ahasl1-4
presento el mayor valor de Isg y en la comparacion con el resto de los genotipos las diferencias
fueron significativas. Respecto a las relaciones de dominancia, tomando dos alelos, tanto para
resistencia a imazapir como a metsulfuron metil, las mismas varian desde sobredominancia a

recesividad dentro de cada variable evaluada y concentracion de herbicida aplicada. En base



a los resultados obtenidos se concluye que el alelo Ahasl1-4 confiere resistencia al herbicida
metsulfurén metil y resistencia superior a la conferida por el alelo Ahasl1l-1 al herbicida
imazapir y que la relacion de dominancia entre dos alelos puede variar dependiendo del tipo

de herbicida presente, de la concentracion de herbicida y de la variable evaluada.



ABSTRACT

Phenotypic and biochemical characterization of Ahasl 1-4 allele resistant to AHAS

inhibitors in sunflower (Helianthus annuus L.).

The multiallelic locus Ahasll determines the level of resistance/susceptibility to
acetohydroxyacid synthase (AHAS) inhibiting herbicides in sunflower. Recently an allele that
confers cross-resistance to different chemical families of AHAS inhibitors, called Ahasl1-4, has
been found. The goals of this study were to characterize seedling growth and AHAS enzyme
activity in response to herbicides imazapyr and metsulfuron methyl of sunflower genotypes
which carry different combinations of alleles Ahasl1-1, Ahasl1-4 and ahasll and to determine
the dominance relationships between these alleles. In germination assays genotypes Ahasl1-
4/Ahasl1-4 and Ahasll-1/Ahasll-4 had the highest GRso for all variables in presence of
imazapyr. When comparing within each variable and between genotypes significant
differences were found except when comparing Ahasll-4/Ahasl1-4 and Ahasll-1/Ahasll-4.
With metsulfuron methyl, genotypes carrying at least one allele Ahasl1-4 showed the highest
GRso in root variables. However, in leaf variables, Ahasl1-4/Ahasll-4 showed higher GRso
values than Ahasl1-1/Ahasl1-4. Regarding enzyme activity level, with both herbicides, Ahasl1-
4/Ahasl1-4 had the highest Iso and differences were significant among genotypes. The degree
of dominance for two resistant alleles vary from overdominance to recessivity depending on
evaluated variable and herbicide concentration. It is concluded that (1) allele Ahasl1-4 confers
resistance to metsulfuron methyl and superior resistance than that conferred by allele Ahasl|1-
1 to imazapyr, and (2) dominance relationship between two given alleles can vary depending

on type and concentration of herbicide and variable evaluated.



INTRODUCCION

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) es de gran importancia econémica a nivel mundial,
con una produccion promedio de 40 millones de toneladas (National Sunflower Association,
2014/2015). Se comercializan principalmente los subproductos de su molienda, de los cuales
el aceite es el mas importante. En Argentina, es sembrado en diversas areas, abarcando
diferentes ambientes edafoclimaticos. Por ello, la implementacién de distintas tecnologias de
produccién es un factor de gran importancia para incrementar la productividad, la calidad y
competitividad del cultivo. Uno de los factores reductores del rendimiento es la competencia
con las malezas. Las mismas causan considerables pérdidas de rendimiento en el cultivo de
girasol (20% a 70%) debido a la competencia por luz, agua y nutrientes (Blamey et al., 1997).
La reduccion de rendimiento varia segun las especies de malezas presentes, la densidad y
distribucion de las mismas en el lote y el estado fenolégico en el que se encuentren éstas y el
cultivo. A nivel nacional, se determinaron pérdidas de rendimiento por competencia con
malezas gramineas anuales entre 4y 78 % con un promedio de 38%, y 20-35% para el caso
de competencia con malezas perennes como gramoén (Cynodon dactylon) (Gries, 2003). La
etapa critica de interferencia de las malezas ocurre durante la implantacion del cultivo hasta
el estadio V6 (Schneiter y Miller, 1981), donde el cultivo define el area foliar a partir de la cual
se determinan los componentes del rendimiento. Si bien el girasol posee una alta tasa de
crecimiento inicial y una rapida exploracion radical del perfil del suelo, que le otorga una
ventaja competitiva frente a las malezas, es necesario realizar controles sobre las poblaciones
de diversas malezas.

La aplicacion de herbicidas es uno de los métodos mas utilizados para el control de malezas,
sobre todo en sistemas de siembra directa. Sin embargo, los herbicidas aplicados en pre-
emergencia del cultivo de girasol presentan riesgos de control incompleto (Lange, 2012). Si
bien existen herbicidas post-emergentes efectivos para el control de malezas gramineas, los
productores de girasol cuentan con pocos herbicidas disponibles para controlar malezas de
hoja ancha (Bruniard y Miller, 2001). Los herbicidas del grupo de inhibidores de la enzima
acetohidroxiacido sintasa (AHAS, EC 2.2.1.6), también conocida como acetolactato sintasa
(ALS), son de amplio espectro, es decir, controlan especies de malezas de diversas familias
botanicas. Ademas son efectivos a bajas dosis de aplicacion dada su alta potencia biolégica
y poseen baja toxicidad sobre mamiferos debido a que éstos no poseen vias metabdlicas que
involucren dicha enzima. Este grupo de herbicidas comprende cinco familias quimicas:
imidazolinonas (IMI), sulfonilureas (SU), triazolopirimidinas (TP), pirimidiniltio (u oxi)

benzoatos (POB) y sulfonilaminocarboniltriazolinonas (SCT). Las SU son las mas numerosas



en cuanto a ingredientes activos, seguidas por las IMI (Tan et al., 2006), por ello han sido el
centro de las investigaciones para proveer estrategias para el control de malezas con
organismos no genéticamente modificados (Sala et al., 2012a). Existen distintas técnicas para
la generacion y seleccion de genotipos resistentes a IMI, como seleccién por cultivo de células
y mutagénesis de polen, mutagénesis quimica de semillas, y seleccion fenotipica de mutantes
espontaneos (Tan et al., 2005).

La enzima AHAS cataliza las dos primeras reacciones paralelas en la biosintesis de
aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina (Duggleby et al., 2008). En la
Figura 1 se ilustra la via metabdlica de la sintesis de los aminoacidos mencionados. La enzima
AHAS cataliza la sintesis de 2-aceto-2-hidroxibutirato a partir de 2-cetobutirato y la
descarboxilacién de una molécula de piruvato, el cual es un producto intermedio en la sintesis
de isoleucina, y al mismo tiempo cataliza la sintesis de 2-acetolactato a partir de la
descarboxilacién de una molécula de piruvato y la condensacién con una segunda molécula
del mismo compuesto, el cual se utilizara tanto para la sintesis de valina como de leucina. La
enzima AHAS estd compuesta por dos tipos de subunidades: catalitica y reguladora. Para
realizar su actividad, la subunidad catalitica requiere como cofactores a la tiamina difosfato
(ThDP), al cation magnesio (Mg?*) y al dinucleétido de flavina y adenina (FAD), y se ha
encontrado que cristaliza como tetramero (Duggleby et al., 2008). Esta enzima es inhibida por
los productos finales de la via metabdlica en la que realiza su actividad de catalisis, es decir,
por los aminoécidos de cadena ramificada, los cuales se unen a la subunidad reguladora.
Cada polipéptido de la subunidad catalitica de AHAS posee tres dominios de similar tamafio,
a, By y (Duggleby et al., 2003). El sitio de unién de los herbicidas inhibidores de esta enzima
se encuentra cerca del sitio activo de la misma en la interfaz entre dos monémeros de la
subunidad catalitica. La actividad de la enzima AHAS se localiza en los cloroplastos, y si bien
la biosintesis se lleva a cabo en toda la planta, ocurre una mayor expresion en los tejidos mas
jévenes de la misma (Singh y Shaner, 1995). Los herbicidas capaces de inhibir esta enzima
se unen al canal de acceso del sustrato (Duggleby et al., 2008), y de esta manera inhiben la
actividad de la enzima bloqueando el acceso del sustrato a su sitio activo. Los primeros
sintomas que se observan ante la falta de los aminoacidos de cadena ramificada son la
reduccién en el crecimiento de hojas jovenes, raices y tallos debido a la inhibicién de la divisién
celular (Tuesca y Nisensohn, 2004). La inhibicién de esta enzima conduce a la muerte de la
planta, principalmente por la falta de amino&cidos y en segundo lugar por la interrupcién en la

sintesis de proteinas y del transporte de fotosintatos (Shaner, 1991).
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Figura 1. Biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina (adaptado de
Duggleby et al., 2008)

El girasol es sensible a todos los herbicidas inhibidores de la enzima AHAS; sin embargo, en
la actualidad se dispone de diversas fuentes de resistencia. El principal mecanismo de
resistencia se debe a modificaciones en la subunidad catalitica de AHAS que confiere una
menor sensibilidad a la inhibiciéon de los herbicidas (Sala et al., 2012a). Las sustituciones de
aminoacidos que confieren resistencia a los inhibidores de AHAS se ubican en el sitio de unién
a herbicidas de la subunidad catalitica. En girasol se han identificado tres genes que codifican
la subunidad catalitica de AHAS (Kolkman et al., 2004). Sin embargo, todas las mutaciones
puntuales que confieren resistencia a herbicidas se han encontrado en uno de los genes,
denominado Ahasll (Sala et al.,, 2012b). Estas mutaciones pueden conferir resistencia
cruzada entre las distintas familias quimicas de inhibidores de AHAS o ser especificas para
alguna en particular. La primera de las sustituciones identificadas fue Ala205Val, la cual
confiere resistencia a herbicidas de la familia quimica de las imidazolinonas (White et al., 2003;
Kolkman et al., 2004). Dicha sustitucién se corresponde con el alelo denominado Ahasl1-1y
se encontré originalmente en una poblacién de girasol silvestre (ANN-PUR) la cual habia sido
tratada con el herbicida imazetapir durante siete afios consecutivos (Al-Khatib et al., 1998).
En la Universidad Estatal de Dakota del Norte este alelo fue incorporado a la linea susceptible
HAB89 utilizando una estrategia de retrocruzas. La linea resistente a imazetapir obtenida se
denominé HA425 y en un estudio de herencia se determininé que la resistencia de la misma
estaba dada por un gen semidominante, Ahasl1-1, el cual fue nombrado inicialmente Imrly
un segundo gen modificador denominado Imr2 (Bruniard y Miller, 2001). La sustitucion
Prol97Leu (Kolkman et al., 2004; Hawley, 2005) confiere resistencia a sulfonilureas y fue
denominada Ahasl1-2. La misma también fue hallada en una poblacién de girasol silvestre
(ANN-KAN) que habia sido tratada en sucesivas generaciones con el herbicida clorsulfurén.

Posteriormente, un nuevo alelo de resistencia a imidazolinonas fue obtenido por medio de



mutagénesis con etilmetanosulfonato y seleccion con el herbicida imazapir (Sala et al.
2008a,b). Este alelo denominado Ahasl1-3, corresponde a la sustitucion Alal22Thr y confiere
altos niveles de resistencia a IMI. Recientemente se ha encontrado un alelo del gen Ahasl1
que confiere resistencia cruzada a distintas familias quimicas de inhibidores de AHAS: IMI,
SU, TP y POB (Sala y Bulos, 2012). Este nuevo alelo denominado Ahasl1-4, se corresponde
con la sustitucion Trp574Leu y fue encontrado en una poblacion de girasol silvestre en la
localidad de Jovita (provincia de Cérdoba, Argentina).

De acuerdo a lo expuesto, el locus multialélico Ahasll determina el nivel de
resistencia/susceptibilidad a herbicidas inhibidores AHAS en girasol. Actualmente, el
desarrollo de hibridos de girasol en Argentina se basa principalmente en el uso de los alelos
Ahasll-1 (tecnologia Clearfield ®) y Ahasll-3 (tecnologia ClearfieldPlus ®), ambos con
resistencia a IMI. En el mercado europeo y en algunos paises de América del Norte, se
dispone ademas de la tecnologia ExpressSun ®, la cual utiliza el alelo Ahasl1-2 con
resistencia a SU. El alelo Ahasl1-4, por tratarse de un material de reciente obtencién, aln no
se ha caracterizado en forma completa y no se encuentra disponible en el mercado.

Diversos autores indican que la mayoria de las resistencias a herbicidas son caracteres de
herencia dominante o parcialmente dominante. El nivel de dominancia de un alelo que confiere
resistencia se puede describir teéricamente como una medida de la posicion relativa del
fenotipo del heterocigota en relacion a los fenotipos de los homocigotas (Bourguet et al.,
2000). Dentro de la serie alélica de Ahasl1, el alelo Ahasl1-3 mostr6 dominancia sobre el alelo
Ahasl1-1 en ensayos fenotipicos y bioquimicos con diferentes dosis de imidazolinonas (Sala
et al., 2012c) y el alelo Ahasl1-2, en presencia de herbicidas sulfonilureas mostré dominancia
sobre el alelo Ahasl1-1 (Miller y Zollinger, 2004). Estudios realizados anteriormente sobre el
grado de dominancia de la resistencia a herbicidas han sido disefiados para evaluar la
herencia de la mutacion que confiere resistencia y generalmente se utiliza una sola dosis de
herbicida para determinar las relaciones de dominancia entre los alelos. Por ello se postula
que las relaciones de dominancia entre los alelos de la serie podrian variar desde dominancia
a recesividad en funcion del tipo de herbicida y de la dosis evaluada (Roux et al., 2005; Sala
et al., 2012c). Este aspecto, que es de importancia para desarrollar pruebas diagnostico, ha
sido muy poco explorado aln en la literatura y posee implicancias practicas interesantes en
los programas de mejoramiento de este cultivo. Por lo tanto, la determinacién de las relaciones
de dominancia entre los alelos permitiria definir la constitucion alélica apropiada de los
progenitores para el desarrollo de hibridos comerciales con resistencia a un determinado
inhibidor de AHAS.



Los programas de mejoramiento que buscan incorporar en sus materiales los genes de
resistencia a herbicidas, realizan la identificacién fenotipica de los genotipos resistentes a
campo mediante la aplicacion foliar del herbicida en el estadio V6 del cultivo (Bruniard y Miller,
2001) o en plantas que crecen en invernaculo en estadios tempranos de crecimiento,
usualmente V2-V4 (Sala et al., 2012d). Es una realidad que los programas de mejoramiento
involucran la evaluacion de un gran numero de individuos y para la realizacion de la misma a
campo es necesario disponer de una gran cantidad de recursos. Las metodologias
alternativas de evaluacion de materiales, que permitan la identificacion de forma eficiente en
etapas tempranas del crecimiento de la planta de aquellos individuos que porten genes de
resistencia, se traducirian en un ahorro de tiempo y recursos.

El grupo de trabajo de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario
ha realizado estudios que constituyen un valioso aporte al desarrollo de pruebas diagndstico
para identificacion de plantas resistentes a imidazolinonas en girasol (Vega et al., 2009;
Breccia et al., 2009; 2011). Dentro de estos estudios se encuentran los ensayos de
germinacion en los que se evallan pardmetros de crecimiento que son afectados por la
presencia de los herbicidas inhibidores de AHAS, como la longitud de las raices principales y
laterales, la longitud de las hojas, el area foliar total de las plantulas y el grado de clorosis de
las hojas. Estas metodologias, que resultaron efectivas para la clasificacion de individuos con
distintos grados de resistencia conferida por los alelos Ahasll-1 y Ahasl1-3, incluyen la
evaluacién en la etapa de germinacién en presencia de herbicida (Vega et al., 2009; Breccia
et al.,, 2011; Gil et al., 2012) y las pruebas de actividad enzimatica AHAS mediante un
protocolo in vivo (Vega et al., 2012). El presente trabajo pretende extender estos estudios al
nuevo alelo Ahasl1-4 con resistencia a otros inhibidores AHAS como las sulfonilureas y, a su

vez, evaluar los niveles de dominancia entre este nuevo alelo y los alelos Ahasl1-1 y ahasl1.



HIPOTESIS

- La seleccion por resistencia a inhibidores de AHAS en girasol puede realizarse segun:

(a) variables de crecimiento aéreo: i) area foliar total, ii) longitud promedio del primer
par de hojas vy iii) tonalidad de color promedio del primer par de hojas;

(b) variables de crecimiento radical: i) longitud de raiz principal, ii) longitud de raiz
principal con raices laterales mayores a 5 mm vy iii) longitud de raiz lateral mas larga
(c) actividad enzimética.

- Las relaciones de dominancia entre los alelos del locus Ahasl1 varian en funcién de;
(a) la concentracién del herbicida utilizado;
(b) el tipo de herbicida utilizado;

(c) el momento de evaluacién de sintomas en plantulas.



OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar los patrones de resistencia cruzada y las relaciones de dominancia entre los
alelos que confieren resistencia a inhibidores de AHAS en girasol.

Objetivos especificos
-Caracterizar el crecimiento de plantulas y la actividad enzimatica AHAS en respuesta a los
herbicidas imazapir y metsulfuron metil de genotipos de girasol portadores de diferentes
combinaciones de los alelos Ahasl1-1, Ahasll-4 y ahasl1.
-Determinar las relaciones de dominancia entre los alelos Ahasll-1, Ahasll-4 y ahasll en

respuesta a diferentes concentraciones de imazapir y metsulfurén metil.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal
Se utilizaron tres isolineas desarrolladas por el Departamento de Biotecnologia de Nidera S.A.
y los hibridos derivados del cruzamiento entre ellas (Tabla 1). Estos materiales difieren a nivel
del locus Ahasl1, el cual determina la resistencia a inhibidores de AHAS.

Tabla 1. Genotipos de girasol utilizados para la caracterizacion de la resistencia a inhibidores de AHAS.

Material vegetal Genotipo Abreviatura
B7 WT ahasll ahasll 0-0
B7 Imisun Ahasl1-1 Ahasl1-1 1-1
B7 AIR Ahasl1-4 Ahasl1-4 4-4
B7 WT x B7 Imisun ahasl1 Ahasl1-1 0-1
B7 WT x B7 AIR ahasll Ahasl1-4 0-4
B7 Imisun x B7 AIR Ahasl1-1 Ahasl1-4 1-4
Herbicidas

Se utilizaron dos herbicidas pertenecientes al grupo de inhibidores de AHAS. Sus ingredientes
activos son imazapir (acido 2-[(RS)-4-isopropil-4-metil-5-ox0-2-imidazolin-2-il] nicotinico) y
metsulfurén metil (metil 2-(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-ilcarbamoilsulfamoil) benzoato), los
cuales pertenecen a la familia de las imidazolinonas y las sulfonilureas, respectivamente (Fig.
2).

(A) (=)

HO o N. N_. N_ o
o o 57 NCH

_ N » \[r T ]
b . O N__N

\ |\T N |
N~ "o CH, CHs

Figura 2. Estructuras quimicas de los herbicidas (A) imazapir y (B) metsulfurén metil
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Metodologia

Ensayo de germinacién en multimacetas
Las cipselas de los genotipos descriptos se sembraron en germinadores tipo multimacetas
utilizando perlita como soporte inerte. La incubacién se realizé en condiciones controladas de
temperatura, fotoperiodo e intensidad luminica (25 + 2 °C, 16/8 horas luz/oscuridad y 100 umol
m2s 1 respectivamente) para dos periodos de duracion: siete y 14 dias (Fig. 3). Los riegos se
realizaron por capilaridad con una solucion nutritiva formulada sobre la base salina de
Murashige y Skoog (1962) al 25% y suplementada con diferentes concentraciones de
herbicida. Las mismas variaron en funcion del grado de resistencia del genotipo, del periodo
de incubacién y del herbicida utilizado segun se detalla en la Tabla 2. Los controles para cada
genotipo se regaron por capilaridad con la solucién nutritiva sin agregado de herbicida. El
disefio experimental fue de bloques completos aleatorizados con tres repeticiones para cada

combinacion de genotipo y concentracion de herbicida. Cada repeticién consistio en 12

plantulas.
(A)

Figura 3. Plantulas de girasol obtenidas en los ensayos de germinacion de (A) siete dias y (B) 14
dias.

Tabla 2. Concentraciones de los herbicidas imazapir (IMI) y metsulfurén metil (SU) aplicadas a cada

uno de los genotipos evaluados.

Genotipo IMI SU
P 7 dias 14 dias 7 dias | 14 dias
0.0 0,1-0,316-1- | 0,001-0,01-0,1- | 0,001-0,01-0,1-0,316-1nM—
10 uM 0,316 - 1- 10 uM 10nM
0-1 1-3.16-10- 316 - 100 M 0,001-0,01-0,1- 0,316 - 1- 3,16 - 10
11 nM
0-4
14 | 1-316-10-316-100-1000 M. | 403167 1-S,18 < 101001000
4-4
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Las variables evaluadas al finalizar ambos periodos de incubacién fueron: longitud de raiz
principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5 mm (LPb), longitud
de la raiz lateral més larga (LL). Para los ensayos con periodo de incubacion de 14 dias se
evaluaron otras tres variables relacionadas con el crecimiento y la presencia de sintomas en
la parte aérea de las plantulas: area foliar total (AF), longitud promedio del primer par de hojas
(LF) y tonalidad de color promedio del primer par de hojas (Hue) (Fig. 4). Los datos se
expresaron por planta individual en porcentaje respecto al control (en el ANEXO se muestran
los valores absolutos de las variables para los tratamientos control). La medicién de todas las
variables se realiz6 mediante andlisis digital de imagenes. Las imagenes digitales se
procesaron mediante dos programas informaticos, las correspondientes a las variables
relacionadas al sistema radical de las plantulas se analizaron con el programa Image J
(Abramoff et al., 2004) y el plugin Smart Root (Lobet et al., 2011) (Fig. 5) y las
correspondientes a las variables foliares fueron analizadas con el programa Tomato Analyzer
(Rodriguez et al., 2010) (Fig. 6).

(A) (B)

Figura 4. Variables evaluadas al finalizar el periodo de incubacion de (A) siete dias y (B) 14 dias.
longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5 mm (LPDb),

longitud de la raiz lateral mas larga (LL), longitud promedio del primer par de hojas (LF).
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Cuantificacion de actividad AHAS
Se implement6 un protocolo que mide actividad AHAS en condiciones in vitro descripto por
Yu et al. (2003) y Yu et al. (2010) con modificaciones. Las hojas de plantulas de los genotipos
descriptos en estadio V2 (Schneiter y Miller, 1981), fueron pesadas, congeladas en nitrégeno
liquido y molidas en mortero. El tejido fue homogeneizado en una solucion de reaccion (50
mM HEPES pH=7, 200 mM piruvato de sodio, 20 mM MgCl2, 2 mM TPP y 20 uM FAD) en una
relacion de 5 ml por gramo de tejido (Fig. 7). La soluciébn de reaccion fue preparada
inmediatamente antes de ser utilizada. Se adicion6 PVPP en una relacion 6:1. Todas las
operaciones fueron realizadas manteniendo los reactivos y el material vegetal a 4 °C. El
homogeneizado fue centrifugado a 27.000 g por 10 minutos a 4 °C y se recuperd el
sobrenadante, el cual fue centrifugado nuevamente bajo las mismas condiciones (Fig. 8). El
sobrenadante fue utilizado inmediatamente como extracto crudo y medio de reaccién para el
ensayo enzimatico: 100 pl del sobrenadante se incubaron con el mismo volumen de diferentes
concentraciones de herbicida (Tabla 3) durante 60 minutos a 37 °C. Para la descarboxilacion
del acetolactato producido a acetoina, se agregaron 40 ul de H.SO4 5,5 N logrando el medio
acido necesario para que ocurra la reaccion. Se utilizé un tubo control con medio basico que
fue considerado control de produccion de acetoina enddgena, al cual se adicionaron 40 ul de
NaOH 2,5 N. Los tubos fueron incubados 15 minutos a 60 °C. Para el dosaje de acetoina por
la reaccion de Westerfeld (1945), se adicionaron 190 ul de una solucion de creatina (0,5% p/v)
y 190 ul de a-naftol (5 % p/v) ambos preparados en NaOH 2,5 N justo antes de ser utilizados.
Los tubos se incubaron a 60 °C por 15 minutos. A continuacion, los tubos fueron centrifugados
a temperatura ambiente por cinco minutos a 20.000 g y el sobrenadante fue recuperado para
la medicion de absorbancia a 530 nm (Fig. 9). Para cada combinacién de genotipo-
concentracion de herbicida se realizaron tres repeticiones y cada experimento se llevo a cabo
por duplicado. Los datos obtenidos se expresaron en porcentaje respecto al control (en el

ANEXO se muestran los valores absolutos de las variables para los tratamientos control).

(A)

Figura 7. (A) Hojas de plantulas de girasol en estadio V2 (B) Molienda de hojas congeladas en

nitrégeno liquido. (C) Tejido homogeneizado en solucién de reaccion.
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(A)

Figura 8. Solucion de reaccion. (A) Homogeneizado luego de una primera centrifugacion. (B) Posterior

a una segunda centrifugacion del sobrenadante recuperado luego de la primer centrifugacion.

Figura 9. Sobrenadante recuperado luego de la centrifugacion para la medicion de absorbancia.

Tabla 3. Concentraciones de los herbicidas imazapir (IMI) y metsulfurén metil (SU) aplicadas al extracto

enzimatico de cada uno de los genotipos evaluados.

Genotipo IMI SuU
0-0 0-0,1-1-3,16- 10 - 100 pM
21 0-01-1 ;0180'“::/'1’6 100~y 1 .316-10-100-316-
1000 - 10000 nM
0-4
1-4 0-1-10- 100 — 316 — 1000 -
s 3160 pM 0-1-3,16-10-100 - 316 -

1000 - 10000 - 50000 nM

16



Estimacion de las relaciones de dominancia entre los alelos Ahasl1-1, Ahasl1-4
y ahasll
Se realiz6 la estimacion de dominancia efectiva de la resistencia a herbicidas, la cual evalua
el nivel de mortalidad relativa a una concentracion de herbicida dada (Bourguet et al., 2000).
Para el célculo de dominancia se consideraron aquellas concentraciones de herbicida para
las cuales el alelo resistente confiri6 una ventaja con respecto al caracter bajo estudio. Para
ello, se tuvo en cuenta la relacion entre los homocigotas resistente y susceptible (R/S) o entre
los homocigotas de mayor y menor nivel de resistencia (para el caso de los alelos Ahasl1-4y
Ahasll-1 para el herbicida imazapir). Para dicho calculo se consideraron los valores
expresados como porcentaje respecto al control estimados para cada concentracion de
herbicida aplicada y para cada una de las variables estudiadas. Si el valor de la relacion entre
los homocigotas para distintos alelos fue superior a dos (R/S>2) se considerd que existia una
ventaja en cuanto a la resistencia y se procedi6 al calculo de dominancia (Roux et al., 2005).
Los valores de las variables para las distintas concentraciones de herbicida se estimaron con
la funcién predict el paquete drc (Ritz y Streibig, 2005) dentro del programa estadistico R (R
Development Core Team, 2012). Para el célculo de la dominancia de la resistencia a
herbicidas se utiliz6 la siguiente férmula (Bourguet et al., 2000):
D = (RS - SS)/(RR - SS)

donde RR representa el valor estimado para el genotipo homocigota resistente, RS del
heterocigota y SS del homocigota susceptible o aquel de menor nivel de resistencia (en el
caso de la relacion de dominancia entre Ahasl1-4 y Ahasl1l-1 para imazapir). Se definieron
seis categorias de acuerdo a Sala et al. (2012c):

- D> 1, sobredominancia

- D=1, dominancia

- 0,5<D< 1, semidominancia

- D =0,5, codominancia

- 0<D<x<0,5, semirecesividad

- D=0, recesividad
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Andlisis Estadistico
Los datos obtenidos en cada ensayo se analizaron por regresion no lineal, utilizando el
paquete drc (Ritz y Streibig, 2005) dentro del programa estadistico R (R Development Core
Team, 2012). Las curvas dosis-respuesta fueron ajustadas al modelo log-logistico de tres
parametros, dado por la siguiente formula (Seefeldt et al., 1995):

{f
T (€)= 170 o) — To(@)]
donde b es la pendiente de la curva en el punto de inflexion, d el limite superior (respuesta al
tratamiento control) y e la concentracion de herbicida que reduce la variable respuesta al 50%,
el cual se nombré GRso para las variables que evallan crecimiento e Iso para la actividad
enzimatica AHAS. Para determinar si los datos ajustaban apropiadamente al modelo, se llevo
a cabo la prueba F de falta de ajuste, la cual compara el modelo de regresion no lineal utilizado
con uno que toma a cada dosis como un tratamiento independiente. Un valor de probabilidad
asociado a F no significativo (p> 0,05) indica que el modelo de regresion no lineal provee una
descripcion aceptable de los datos (Ritz y Streibig, 2005). Se analizaron las variancias por
medio del gréfico de residuos frente a los valores ajustados y en los casos donde el modelo
no era apropiado para los datos se realiz6 la transformacién de Box-Cox para homogeneizar
las varianzas (Box y Cox, 1964). La comparacion de los parametros estimados entre genotipos
se realizé mediante la funcion compParm del paquete estadistico drc.
El modelo de regresiéon no lineal no describi6 adecuadamente los datos (p<0,05) para la
variable tonalidad de color, por ello los mismos fueron analizados a través del andlisis de la
variancia (ANOVA) para cada genotipo, utilizando el paguete agricolae (De Mendiburu, 2014)
dentro del programa estadistico R (R Development Core Team, 2012). Se realizé la prueba
de Shapiro-Wilk para confirmar la normalidad de la variable y de los residuales del modelo y
la prueba de Bartlett para la evaluacién de la homogeneidad de variancias. La comparaciéon
de los valores medios entre las distintas concentraciones de herbicida se realiz6 mediante la
prueba de Tukey (Sokal y Rolhf, 1969).
Se estimaron las correlaciones de Spearman entre las variables de crecimiento radical de los
ensayos de siete y 14 dias de duracion utilizando el programa estadistico R (R Development
Core Team, 2012).
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RESULTADOS

Ensayo de germinacién en multimacetas durante siete dias
El crecimiento de las plantulas vari6 en funcion del tipo de herbicida presente y de la
combinacién de alelos de resistencia en cada genotipo evaluado. En presencia del herbicida
imazapir, las plantulas mayormente afectadas fueron las del genotipo portador del alelo ahasl1
en homocigosis, con un crecimiento de la raiz principal inferior al resto de los genotipos (menor
a 1 cm en concentraciones de herbicida a partir 10 uM) y sin crecimiento de raices laterales
(Fig. 10). Los genotipos con al menos un alelo Ahasl1-4 se vieron afectados en menor medida
por el herbicida (para concentraciones de herbicida de 10 uM no se observé reduccién de
crecimiento con respecto al control) y mostraron un crecimiento radical mayor que los
genotipos ahasl1l/Ahasl1-1 y Ahasll-1/Ahasl1-1.
Se realizé el andlisis de regresién no lineal y los datos obtenidos de las tres variables
evaluadas en el ensayo ajustaron a un modelo log-logistico de tres variables (Fig. 11). Se
estimaron los valores de GRsp, es decir, la concentracion de herbicida que provoca una
reduccién del crecimiento en un 50%, para las tres variables en los seis genotipos (Tabla 4).
Los genotipos 4-4 y 1-4 mostraron los mayores valores de GRso, para la variable longitud de
raiz principal (LP). Los mismos fueron nueve veces superiores al valor del genotipo 1-1y 6000
veces superiores al valor del genotipo 0-0. Similares diferencias se observaron entre los
valores de GRso de los mismos genotipos para las variables longitud de raiz principal con
raices laterales mayores a 5 mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL).
La comparacion de los valores de GRso entre los genotipos arrojé diferencias significativas,
excepto para las comparaciones entre los genotipos 1-1 vs 0-1, 1-1 vs 0-4, 4-4 vs 0-4 y 4-4 vs
1-4 para la variable LP; 1-1 vs 0-1, 4-4 vs 0-4 y 4-4 vs1-4 para la variable LPb y 1-1 vs 0-1, 4-
4 vs 0-1, 4-4 vs 0-4 'y 4-4 vs 1-4 para la variable LL (Tabla 5).
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(A)

ahasl1/ahasl1 Ahasl1-1/Ahasi1-1 Ahasl1-4/Ahasl1-4

(B)

ahasl1/Ahasl1-1 ahasl1/Ahasl1-4 Ahasl1-1/Ahasl1-4

Figura 10. Sistema radical de plantulas de siete dias obtenidas en el ensayo de germinacién. (A) Las
imagenes corresponden a los genotipos ahasll/ahasll (0-0), Ahaslli-1/Ahasll-1 (1-1) y Ahasli-
4/Ahasl1-4 (4-4), tratados con solucion nutritiva suplementada con el herbicida imazapir (10 pM). (B)
Las imagenes corresponden a los genotipos ahasll/Ahasl1-1 (0-1), ahasll/Ahasl1-4 (0-4) y Ahasl1-

1/Ahasl1-4 (1-4), tratados con solucion nutritiva suplementada con el herbicida imazapir (10 uM).
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Figura 11. Efecto del herbicida imazapir en plantulas de siete dias sobre variables de crecimiento
radical expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas. (A) Longitud

de raiz principal (LP). (B) Longitud de la raiz principal con raices laterales mayores a 5 mm (LPb).
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Figura 11. (Continuacién) Efecto del herbicida imazapir en plantulas de siete dias sobre variables de

crecimiento radical expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas.

(C) Longitud de la raiz lateral mas larga (LL).

Tabla 4. Valores de GRso (uM) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal

con raices laterales mayores a 5mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL), obtenidos a partir

de plantulas de siete dias tratadas con diferentes concentraciones de imazapir.

Genotipo LP LPb LL
0-0 0,09 £ 0,05 0,03+0,01 0,06 £ 0,02
1-1 67,79 + 33,09 6,20 + 1,82 11,20 £ 2,27
4-4 567,28 + 202,18 79,80 + 33,83 166,47 + 57,85
0-1 33,95+ 8,44 8,71+294 17,13 £ 3,50
0-4 119,93 +46,81 28,69+8,72 45,08+9,18
1-4 576,93 + 383,73 67,41 +19,87 83,43 +24,83
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Tabla 5. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del GRso de las curvas de las variables
longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb) y

longitud de la raiz lateral mas larga (LL), en funcién de la concentracion del herbicida imazapir.

Comparacion LP LPb LL
0-0vs 1-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 0-1 ns ns ns
1-1vs 0-4 ns <0,0001 <0,0001
1-1vs 14 <0,0001 <0,0001 <0,0001
4-4 vs 0-1 <0,05 <0,05 ns
4-4vs 0-4 ns ns ns
4-4vs 1-4 ns ns ns
0-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-1vs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-4vs 1-4 <0,0001 <0,05 <0,005

Respecto a las plantulas que germinaron y crecieron en presencia del herbicida metsulfurén
metil, se observo una marcada diferencia entre los tres genotipos portadores del alelo Ahasl1-
4, el cual confiere resistencia a dicho herbicida, y los genotipos restantes (0-0, 0-1y 1-1), los
cuales mostraron menor longitud de raiz principal, un numero de raices laterales
considerablemente menor y de menor longitud (Fig. 12).

Por medio del analisis estadistico de regresion no lineal, los datos obtenidos a partir de las
plantulas anteriormente mencionadas, ajustaron a un modelo log-logistico (Fig. 13). Los
valores estimados de GRso de las variables LP, LPb y LL se presentan en la Tabla 6. Para la
variable LP se observaron diferencias entre los valores de GRso, entre los genotipos con mayor
grado de resistencia (4-4, 1-4 y 0-4) y los susceptibles (0-0, 0-1 y 1-1), que alcanzan valores
hasta 1000 veces mayores a favor de los genotipos resistentes. Las mayores diferencias entre
los valores GRso se observaron para la variable LPb, hasta 2000 veces superiores al comparar
los genotipos resistentes con los susceptibles, efecto que se observé visualmente ya que las
plantulas presentaban raices principales con escaso numero de raices laterales.

En la comparacion de valores de GRso (Tabla 7), se observaron diferencias significativas al
comparar el genotipo 0-0 con el resto de los genotipos, dentro de las tres variables evaluadas.
Lo mismo ocurrié al comparar el genotipo 1-1 con los genotipos resistentes. Dentro de los
genotipos resistentes, no se encontraron diferencias significativas para las tres variables

evaluadas al comparar entre los genotipos 4-4 vs 0-4 y 4-4 vs 1-4.
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(A)

ahasl1/ahasi1 Ahasl1-1/Ahasi1-1 Ahasl1-4/Ahasi1-4

(B)

ahasl1/Ahasl1-1 ahasl1/Ahasl1-4 Ahasl1-1/Ahasi1-4

Figura 12. Sistema radical de plantulas de siete dias obtenidas en el ensayo de germinacién. Las
imagenes corresponden a las plantulas tratadas con solucion nutritiva suplementada con el herbicida
metsulfuron metil (10 nM). (A) Sistema radical de plantulas correspondientes a los genotipos
ahasll/ahasll (0-0), Ahasl1-1/Ahasl1-1 (1-1) y Ahasl1-4/Ahasl1-4 (4-4). (B) Sistema radical de plantulas
correspondientes a los genotipos ahasl1/Ahasl1-1 (0-1), ahasll/Ahasl1-4 (0-4) y Ahasl1-1/Ahasl|1-4 (1-
4).
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Figura 13. Efecto del herbicida metsulfurén metil en plantulas de siete dias sobre variables de
crecimiento radical expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas.
(A) Longitud de raiz principal (LP). (B) Longitud de la raiz principal con raices laterales mayores a 5
mm (LPb).
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Figura 13. (Continuacién) Efecto del herbicida metsulfurén metil en plantulas de siete dias sobre

variables de crecimiento radical expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas

Concentracion de metsulfurén metil (nM)

evaluadas. (C) Longitud de la raiz lateral mas larga (LL).

Tabla 6. Valores de GRso (nM) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal

con raices laterales mayores a 5mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL), obtenidos a partir

de plantulas de siete dias tratadas con diferentes concentraciones de metsulfurén metil.

Genotipo LP LPb LL
0-0 1,83+1,02 0,27 + 0,05 0,79+0,12
1-1 8,06 + 2,37 1,65+ 0,28 3,03+ 0,67
4-4 1041,3 + 448,73 408,16 + 193,19 566,11 + 185,94
0-1 531+1,08 1,66 + 0,32 3,56 £ 0,58
0-4 848,95 + 197,38 181,04 + 48,1 512,17 + 159,80
1-4 1909,7 + 1257 512,57 + 157,39 766,69 + 231,36




Tabla 7. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del GRso de las curvas de las variables
longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb) y

longitud de la raiz lateral mas larga (LL), en funcién de la concentracion del herbicida metsulfurén metil.

Comparacion LP LPb LL
0-O0vs 1-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-1 <0,005 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-O0vs 14 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 0-1 ns ns ns
1-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
4-4 vs 0-1 <0,05 ns <0,01
4-4 vs 0-4 ns ns ns
4-4 vs 1-4 ns ns ns
0-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-1vs 14 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-4vs 1-4 ns <0,0001 ns

Ensayo de germinacién en multimacetas durante 14 dias

A nivel del sistema radical se observaron resultados que se correlacionan con los obtenidos
en el ensayo de germinacion de siete dias para las tres variables del sistema radical evaluadas
(LP, LPbyLL). Enlos ensayos de 14 dias también se analizaron tres variables de crecimiento
aéreo de las plantulas: area foliar total (AF), longitud promedio del primer par de hojas (LF) y
tonalidad de color promedio del primer par de hojas (Hue).

En el ensayo realizado en presencia del herbicida imazapir, a medida que la concentracion de
herbicida aumentaba se observé un aumento gradual de clorosis de las hojas y menor
crecimiento de las mismas, excepto para el genotipo 0-4 en el cudl se observo6 un alto grado
de clorosis a partir de la menor concentracién de herbicida con la cual fue tratado (1uM) (Fig.
14). Ninguno de los genotipos evaluados mostré crecimiento de hojas en presencia de las
concentraciones mas altas de herbicida aplicadas a cada uno de ellos.

Realizando el analisis de regresién no lineal, los datos obtenidos ajustaron a un modelo log-
logistico (Fig. 15) para todas las variables excepto para Hue (p<0,05). Para esta ultima
variable se llevaron a cabo andlisis de la variancia y pruebas de comparacion de medias (Fig.
16). Respecto a los valores de GRsp (Tabla 8), los genotipos 4-4 y 1-4 presentaron los valores
mas altos para las cinco variables. Analizando los valores de GRso de las variables aéreas AF

y LF, el genotipo 4-4 mostré un valor 300 veces superior al genotipo susceptible 0-0 y mas de
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dos veces superior con respecto al genotipo 1-1. Para el genotipo 0-4 se observé una
respuesta diferencial entre el crecimiento del sistema radical y de la parte aérea de las
plantulas. Para las variables LP, LPb y LL, los valores de GRso fueron hasta tres veces
superiores respecto al genotipo 1-1, contrariamente a lo observado en las variables aéreas,
donde los valores de GRso del genotipo 0-4 fueron aproximadamente cuatro veces inferiores
al genotipo 1-1.

Al comparar los valores de GRso (Tabla 9) del genotipo 0-0 versus los demas genotipos y entre
los genotipos 1-1y 4-4, se encontraron diferencias significativas para las cinco variables. Entre
los genotipos con mayor grado de resistencia (1-4 y 4-4) no se encontraron diferencias
significativas entre los valores de GRso para las cinco variables. A su vez, se observé que para
las variables radicales LP y LPb los valores de GRso de los genotipos 0-4 y 4-4 no difirieron

significativamente, contrariamente a lo que ocurrié para las variables de crecimiento aéreo.

(A)

ahasl1/ahasi1 Ahasl1-1/Ahasi1-1 Ahasl1-4/Ahasl1-4

(B)

ahasl1/Ahasl1-1 ahasi1/Ahasl1-4 Ahasl1-1/Ahasl1-4

Figura 14. Primer par de hojas expandidas de plantulas de 14 dias obtenidas en el ensayo de
germinacion. Las imagenes corresponden a las plantulas tratadas con solucion nutritiva suplementada
con el herbicida imazapir (1 uM). (A) Primer par de hojas de plantulas de girasol correspondientes a los
genotipos ahasll/ahasll (0-0), Ahasl1-1/Ahasl1-1 (1-1) y Ahasl1-4/Ahasl1-4 (4-4). (B) Primer par de
hojas de plantulas de girasol correspondientes a los genotipos ahasl1/Ahasl1-1 (0-1), ahasll/Ahasl1-4
(0-4) y Ahasl1-1/Ahasl1-4 (1-4).
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Figura 15. Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 14 dias sobre variables de crecimiento radical

y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas. (A) Longitud

de raiz principal (LP). (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb).
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Figura 15. (Continuacion) Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 14 dias sobre variables de

crecimiento radical y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas

evaluadas. (C) Longitud de la raiz lateral mas larga (LL). (D) Area foliar total (AF).
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Figura 15. (Continuacion) Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 14 dias sobre variables de

crecimiento radical y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas

evaluadas. (E) Longitud promedio de primer par de hojas (LF).
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Figura 16. Efecto del herbicida imazapir sobre la variable tonalidad de color promedio del primer par

de hojas (Hue) en plantulas de 14 dias. Para cada genotipo letras distintas indican diferencias

significativas entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05)
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Tabla 8. Valores de GRso (M) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal
con raices laterales mayores a 5mm (LPb), longitud de la raiz lateral mas larga (LL), area foliar total
(AF) y longitud promedio de primer par de hojas (LF), obtenidos a partir de plantulas de 14 dias tratadas

con diferentes concentraciones de imazapir.

Genotipo LP LPb LL AF LF
0-0 0,15+ 0,05 0,05 + 0,02 0,08 + 0,02 0,07 + 0,03 0,16 + 0,03
1-1 41,29+ 7,73 6,07+ 1,70 9,49+ 1,42 8,02+1,28 16,08 + 2,32
4-4 251,04 + 110,60 28,69+12,69 34,69 +6,40 20,76 +4,14 41,18 £ 6,41
0-1 14,32 + 4,47 1,98+ 0,76 250+0,74 1,46+ 0,48 5,07 £ 1,46
0-4 124,47 + 35,51 15,44 + 4,55 14,45+ 2,94 1,85+ 0,53 4,90 + 1,26
1-4 274,83+106,01 36,33+11,10 31,66 +5,89 15,87 £ 3,74 34,72 +5,78

Tabla 9. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del GRso de las curvas de las variables
longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb),
longitud de la raiz lateral méas larga (LL), area foliar total (AF) y longitud promedio de primer par de
hojas (LF), en funcién de la concentracion del herbicida imazapir en el ensayo en multimacetas de 14

dias.

Comparacion LP LPb LL AF LF
0-0vs 1-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 0-1 ns ns <0,05 <0,05 <0,05
1-1vs 04 <0,0001 <0,0005 <0,05 <0,05 <0,05
1-1vs 14 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,001 <0,0001
4-4vs 0-1 ns ns <0,01 <0,05 <0,01
4-4vs 0-4 ns ns <0,05 <0,05 <0,005
4-4ys 1-4 ns ns ns ns ns
0-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 ns ns
0-1vs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-4vs 1-4 <0,05 <0,005 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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En cuanto a las plantulas que crecieron en presencia del herbicida metsulfuron metil, se
observé un comportamiento diferente al que presentaron las plantulas que crecieron en
presencia de imazapir. A nivel de crecimiento aéreo con el herbicida metsulfuron metil los
genotipos lograron expandir al menos un par de hojas en presencia de las concentraciones
mas altas de herbicida, pero con menor crecimiento de las hojas en dichas concentraciones.
En cuanto al grado de clorosis, las plantulas de los genotipos 4-4, 1-1, 0-0 y 0-1 no presentaron
amarillamiento de hojas en ninguna de las concentraciones de herbicidas aplicadas. En los
genotipos 0-4 y 1-4 se observoé presencia de clorosis gradual en las hojas de las plantulas que
crecieron en presencia de las concentraciones mas altas de herbicida (Fig. 17 y Fig. 18).

Por medio del andlisis de regresion no lineal, los datos ajustaron al modelo log-logistico (Fig.
19), excepto los de la variable Hue. Al igual que los ensayos presentados anteriormente, se
obtuvieron los valores de GRso para las cinco variables restantes (Tabla 10). Los mismos
evidencian la diferencia entre los genotipos de menor grado de resistencia (0-0, 0-1y 1-1) y
los genotipos con al menos un alelo Ahasl1-4 (0-4, 1-4 y 4-4). Dentro de las variables aéreas,
el genotipo 4-4 obtuvo el mayor valor de GRsp, cinco veces superior al valor obtenido por los
genotipos 0-4 y 1-4 y 100 veces mayor al del genotipo 1-1 para la variable AF. Para la variable
LF el valor de GRso del genotipo 4-4 fue mas de tres veces superior a los genotipos 0-4 y 1-4,
cerca de 200 veces superior al genotipo 1-1 y 1000 veces superior al genotipo 0-0. La
comparacion de los valores de GRso de los distintos genotipos para las cinco variables se
presenta en la Tabla 11. En la misma se observan diferencias significativas en todos los casos
excepto para las comparaciones 1-1 vs 0-1, 4-4 vs 0-4y 4-4 vs 1-4.

Para la variable Hue, se llevaron a cabo andlisis de la variancia y pruebas de comparacion de
medias. En la Figura 20 se puede observar que para los genotipos 0-0, 0-1, 4-4 y 0-4 no hay
diferencias significativas entre los valores medios para las concentraciones de herbicida

evaluadas.
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Figura 17. Plantulas de girasol obtenidas en el ensayo en multimacetas durante 14 dias en presencia
del herbicida metsulfurén metil. En cada imagen se ordenaron las plantulas que crecieron bajo la mayor
a la menor concentracion de herbicida. (A) Genotipo Ahasl1-4 / Ahasl1-4 (4-4). (B) Genotipo Ahasl1-1
/ Ahasl1-4 (1-4). (C) Genotipo Ahasl1-1 / Ahasl1-1 (1-1).
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(A)

ahasl1/ahasi1 Ahasl1-1/Ahasi1-1 Ahasl1-4/Ahasl1-4

(B)

ahasl1/Ahasi1-1 ahasi1/Ahasl1-4 Ahasl1-1/Ahasi1-4

Figura 18. Primer par de hojas expandidas de plantulas de 14 dias obtenidas en el ensayo de
germinacion. Las imagenes corresponden a las plantulas tratadas con solucién nutritiva suplementada
con el herbicida metsulfuron metil (10 nM). (A) Primer par de hojas de plantulas correspondientes a los
genotipos ahasl1/ahasll (0-0), Ahasll-1/Ahasll-1 (1-1) y Ahasl1-4/Ahasl1-4 (4-4). (B) Primer par de
hojas de plantulas correspondientes a los genotipos ahasl1/Ahasll-1 (0-1), ahasll/Ahasl1-4 (0-4) y
Ahasl1-1/Ahasl1-4 (1-4).
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Figura 19. Efecto del herbicida metsulfuron metil en plantulas de 14 dias sobre variables de crecimiento
radical y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas. (A)

Longitud de raiz principal (LP). (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb).
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Figura 19. (Continuacion) Efecto del herbicida metsulfuron metil en plantulas de 14 dias sobre variables

de crecimiento radical y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas

evaluadas. (C) Longitud de la raiz lateral mas larga (LL). (D) Area foliar total (AF).
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Figura 19. (Continuacion) Efecto del herbicida metsulfuron metil en plantulas de 14 dias sobre variables

de crecimiento radical y aéreo, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas

evaluadas. (E) Longitud promedio del primer par de hojas (LF).
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Figura 20. Efecto del herbicida metsulfurén metil sobre la variable Tonalidad de color promedio del

primer par de hojas (Hue) en plantulas de 14 dias. Para cada genotipo letras distintas indican

diferencias significativas entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05)
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Tabla 10. Valores de GRso (nM) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal
con raices laterales mayores a 5mm (LPb), longitud de la raiz lateral mas larga (LL), area foliar total
(AF) y longitud promedio de primer par de hojas (LF), obtenidos a partir de plantulas de 14 dias tratadas

con diferentes concentraciones de metsulfurén metil.

Genotipo LP LPb LL AF LF
0-0 0,94 + 0,33 0,44 +0,13 0,42 + 0,09 0,42 + 0,08 1,44 £ 0,29
1-1 3,42+ 1,30 2,11 £ 0,95 1,62 + 0,48 5,57 £ 1,05 7,58 +1,70
4-4 704,75 + 233,73 310,22 +193,35 293,84 +84,73 558,83 +260,86 1415,67 + 536,66
0-1 2,74 £ 0,68 1,35+ 0,46 0,67 £0,22 1,45+ 0,29 3,71+ 0,67
0-4 464,94 £ 169,51  148,45+94,48 129,35+33,30 56,51 £ 20,79 375,24 £ 152,30
1-4 1537,1 +1117,5 442,09 £216,68 256,17 £+82,05 95,33 + 32,40 390,83 + 137,04

Tabla 11. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del GRso de las curvas de las variables
longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb),
longitud de la raiz lateral méas larga (LL), area foliar total (AF) y longitud promedio de primer par de
hojas (LF), en funcién de la concentracion del herbicida metsulfurén metil en el ensayo en multimacetas
de 14 dias.

Comparacion LP LPb LL AF LF
0-Ovs 1-1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-1 <0,005 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001
0-Ovs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-Ovs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 4-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 0-1 ns ns ns <0,01 ns
1-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
1-1vs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

4-4vs 0-1 <0,05 ns <0,05 <0,05 <0,05
4-4vs 0-4 ns ns ns ns ns
4-4vs 1-4 ns ns ns ns ns

0-1vs 0-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-1vs 1-4 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
0-4vs 1-4 <0,01 <0,05 <0,05 ns ns
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Estimacion de correlaciones entre variables de crecimiento radical de los
ensayos de germinacion de siete y 14 dias de duracion.
Al realizar la estimacion de las correlaciones entre las variables de crecimiento radical en los
ensayos en presencia del herbicida imazapir se observé una elevada correlacion positiva y
significativa (Tabla 12). En la correlacion entre las mismas variables de ambos ensayos, se
obtuvo un valor de 0,675 para la variable longitud de raiz principal (LP7 y LP14), 0,812 entre
LPb7 y LPb14 y 0,846 entre LL7 y LL14. En los ensayos con el herbicida metsulfurén metil,
los valores de correlacion estimados entre las mismas variables de ambos ensayos fueron
positivos y significativos, sin embargo, los valores fueron menores a los obtenidos en los
ensayos con el herbicida imazapir: 0,442 entre las variables LP7 y LP14, 0,653 entre LPb7 y
LPbl14 y 0,562 entre LL7 y LL14.

Tabla 12. Valores de correlacion y probabilidad asociada entre las variables de crecimiento radical
evaluadas a siete y 14 dias: longitud de raiz principal (LP7, LP14), longitud de raiz principal con raices
laterales mayores a 5mm (LPb7, LPb14), longitud de la raiz lateral mas larga (LL7 y LL14). La media
matriz superior corresponde a los ensayos en presencia del herbicida imazapir y la media matriz inferior

corresponde a los ensayos en presencia del herbicida metsulfurén metil.

LP14 LPb14 LL14 LP7 LPb7 LL7
LP14 0,894 0,887 0,675 0,801 0,813
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LPb14 0,924 0,957 0,686 0,812 0,831
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LL14 0,730 0,772 0,684 0,806 0,846
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LP7 0,442 0,463 0,507 0,832 0,793
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LPb7 0,543 0,653 0,650 0,684 0,940
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LL7 0,528 0,561 0,562 0,676 0,683
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Cuantificacion de actividad AHAS

Los datos obtenidos a partir del ensayo de actividad AHAS en condiciones in vitro se
describieron por el modelo log-logistico (Fig. 21). En la Tabla 13 se muestran los valores de
Iso obtenidos a partir de la cuantificacion de la actividad de AHAS. En el ensayo en presencia
del herbicida imazapir el genotipo 4-4 obtuvo un valor més de cinco veces superior al resto de
los genotipos. Del mismo modo en el ensayo con el herbicida metsulfurén metil, el genotipo
4-4 mostré el mayor Isg, aproximadamente 16 veces superior a los genotipos susceptibles a
dicho herbicida (0-0, 0-1 y 1-1) y mas de cuatro veces superior a los genotipos heterocigotas
gque portan al menos uno de los alelos Ahasl1-4.

Se realizé la comparacion de los valores de Isp entre los seis genotipos en los dos ensayos
(Tabla 14). Se encontraron diferencias significativas entre las comparaciones de Iso dentro del
ensayo realizado con el herbicida imazapir excepto al comparar los genotipos 1-1 vs 0-1, 1-1
vs 0-4 y 0-1 vs 1-4. En la comparacién de los valores de Iso de los genotipos obtenidos en el
ensayo con el herbicida metsulfurén metil se encontraron diferencias significativas excepto en

dos de las comparaciones (1-1 vs 0-1y 0-4 vs 1-4).
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Figura 21. Efecto de las distintas concentraciones de herbicida sobre la actividad enzimatica de AHAS,
expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas. (A) Actividad

enzimatica de AHAS en presencia de imazapir.
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Figura 21. (Continuacion) Efecto de las distintas concentraciones de herbicida sobre la actividad
enzimética de AHAS, expresadas como porcentaje respecto al control, en las seis isolineas evaluadas.

(B) Actividad enzimatica de AHAS en presencia de metsulfurén metil.

Tabla 13. Valores de Iso obtenidos a partir de los ensayos de cuantificacién de actividad AHAS con

diferentes concentraciones de los herbicidas imazapir (IMI) y metsulfuré6n metil (SU).

Genotipo IMI (uM) SU (nM)
0-0 4,39 + 0,49 3,19 £ 0,47
1-1 13,30 £ 2,37 4,71 + 0,89
4-4 82,91+1350 66,04 +17,05
0-1 9,88+ 1,50 5,22+ 0,22
0-4 18,18 £ 2,95 16,29 + 3,32
1-4 9,563+1,38 8,18 +1,76
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Tabla 14. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del Iso de las curvas de la variable
actividad enzimatica de AHAS, en funcién de la concentracién de los herbicidas imazapir (IMI) y

metsulfurén metil (SU).

Comparacion IMI SuU
0-0vs 1-1 <0,005 <0,05
0-0vs 4-4 <0,0001 <0,0001
0-0vs 0-1 <0,0001 <0,005
0-0vs 0-4 <0,0001 <0,0001
0-O0vs 14 <0,0001 <0,0001
1-1vs 4-4 <0,0001 <0,0001
1-1vs 0-1 ns ns
1-1vs 0-4 ns <0,0001
1-1vs 14 <0,0001 <0,05
4-4 vs 0-1 <0,0001 <0,005
4-4 vs 0-4 <0,0001 <0,05
4-4vs 1-4 <0,0001 <0,01
0-1vs 04 <0,0005 <0,0001
0-1vs 1-4 ns <0,05
0-4vs 1-4 <0,05 ns
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Estimacion de las relaciones de dominancia entre los alelos Ahasl1-1, Ahasl1-4
y ahasll
Se realizo la estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasl1, Ahasl1-1y Ahasl1-
4 para todas las variables evaluadas en cada ensayo. Para algunas concentraciones de
herbicida no se pudo estimar el nivel de dominancia debido a que el alelo resistente no
conferia una ventaja en cuanto a la resistencia respecto al alelo susceptible (relacién R/S
inferior a dos).
Para el ensayo de germinacion de siete dias en presencia del herbicida imazapir se observé
que las relaciones de dominancia variaron en funcién de la concentracion de herbicida (Fig.
22). La relacién entre los alelos Ahasll-1 y ahasll varié desde sobredominancia del alelo
Ahasl1-1 en las concentraciones mas bajas de herbicida hacia recesividad en presencia de
las concentraciones mas altas de herbicida para la variable LP. Esta misma tendencia se
observé en la relacion entre los alelos Ahasl1-4 y ahasll. Una relacion de dominancia diferente
se observé entre Ahasll-4 y Ahasll-1. La misma vari6 desde semidominancia del alelo
Ahasl1-4 a sobredominancia a medida que se aumentd la concentracién de herbicida. Para
las variables LPb y LL las relaciones de dominancia entre alelos mostraron un comportamiento
diferente al observado para la variable LP, pero similar entre si. La relacién entre los alelos
Ahasl1-4y ahaslly entre Ahasl1-4 y Ahasl1-1 varié desde sobredominancia hacia recesividad
a medida que aumentdé la concentracion de herbicida. Entre los alelos Ahasl1-1 y ahasll la
relacion fue de dominancia a sobredominancia de Ahasll-1 a medida que aumentd la
concentracion de herbicida.
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Figura 22. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y Ahasll-4, para el
ensayo de germinacion durante siete dias en presencia del herbicida imazapir. La linea de puntos
inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de

dominancia = 1. (A) Longitud de raiz principal (LP).
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Figura 22. (Continuacioén) Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasl1-1 y
Ahasl1-4, para el ensayo de germinacion durante siete dias en presencia del herbicida imazapir. La
linea de puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa
nivel de dominancia = 1. (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb). (C)

Longitud de la raiz lateral mas larga (LL).
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En el ensayo de germinacion de siete dias en presencia del herbicida metsulfurén metil no se
calculo la relacion de dominancia entre los alelos ahasll y Ahasl1-1 debido a que ninguno de
ellos es resistente a dicho herbicida. En la Figura 23 se presentan las relaciones de
dominancia entre los alelos Ahasl1-4 y ahasl1 y entre los alelos Ahasl1-4 y Ahasl1-1. Para las
tres variables evaluadas se observa una tendencia similar: la relacion entre Ahasl1-4 y ahasl1
es de dominancia a favor del alelo “resistente” en presencia de concentraciones menores de
herbicida y de semidominancia en presencia de las concentraciones mas altas. Entre los

alelos Ahasl1-4 y Ahasl1-1 se observa una relacion de dominancia a favor del Ahasl|1-4.
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Figura 23. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y Ahasll-4, para el
ensayo de germinaciéon durante siete dias en presencia del herbicida metsulfurén metil. La linea de
puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de
dominancia = 1. (A) Longitud de raiz principal (LP).
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Figura 23. (Continuacion) Estimaciéon de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y
Ahasl1-4, para el ensayo de germinacion durante siete dias en presencia del herbicida metsulfurén
metil. La linea de puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior
representa nivel de dominancia = 1. (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm

(LPDb). (C) Longitud de la raiz lateral mas larga (LL).
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Para el ensayo de germinacion de 14 dias en presencia del herbicida imazapir la estimacion
de los niveles de dominancia entre los tres alelos presentes en las isolineas arrojo resultados
diferentes (Fig. 24). Se observaron tendencias similares a las del ensayo de germinacion
durante siete dias en la relacion de dominancia entre los alelos Ahasl1-4 y ahasll para las
variables de crecimiento radical. Sin embargo, la relacién entre los alelos Ahasl1-1 y ahasll
vario entre semidominancia y semirecesividad a medida que aumentaron las concentraciones
de herbicida aplicadas. Para los alelos Ahasl1-4 y Ahasl1-1 la relacién de dominancia efectiva
vario desde sobredominancia a dominancia a favor del alelo Ahasl1-4 en la variable LP, de
sobredominancia a semirecesividad del alelo Ahasll-4 en la variable LPb y de
semidominancia de Ahasll-4 sin variacion a medida que aumento la concentracion de
herbicida en la variable LL.

Se realizé la estimacion de los niveles de dominancia para las variables aéreas AF y LF. Para
las variantes alélicas Ahasll-1 y ahasll y para Ahasll-4 y ahasll la relacion varié desde
semidominancia, en presencia de las menores concentraciones de herbicida a
semirecesividad con las concentraciones mas altas. Para los alelos Ahasl1-4 y Ahasll-1 la
relacion fue de semidominancia del alelo Ahasl1-4, sin variaciones a través de las distintas

concentraciones de herbicida.
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Figura 24. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y Ahasll-4, para el
ensayo de germinacion durante 14 dias en presencia del herbicida imazapir. La linea de puntos inferior
representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de dominancia = 1.

(A) Longitud de raiz principal (LP).
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Figura 24. (Continuacion) Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasl1-1 y
Ahasl1-4, para el ensayo de germinacion durante 14 dias en presencia del herbicida imazapir. La linea
de puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel
de dominancia = 1. (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb). (C)

Longitud de la raiz lateral mas larga (LL).
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Figura 24. (Continuacion) Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasl1-1 y
Ahasl1-4, para el ensayo de germinacién durante 14 dias en presencia del herbicida imazapir. La linea
de puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel

de dominancia = 1. (D) Area foliar total (AF). (E) Longitud promedio del primer par de hojas (LF).
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Al analizar las relaciones de dominancia en el ensayo de germinacion de 14 dias en presencia
del herbicida metsulfuron metil (Fig. 25), para las variables radicales se observé la misma
tendencia que se obtuvo en el ensayo de germinacién de siete dias. En el caso de la variable
LP se observé semidominancia del alelo Ahasll1-4 sobre el alelo Ahasll-1 y dominancia a
semidominancia del Ahasl1-4 sobre el alelo ahasll a medida que aumenté la concentracion
de herbicida. Para la variable LPDb, las relaciones entre los alelos variaron de dominancia a
recesividad entre Ahasl1-4 y ahasll y de dominancia a sobredominancia de Ahasl1-4 sobre
Ahasl1-1. Dentro de la variable LL se observé semidominancia a codominancia de Ahasll1-4
sobre ahasll y semidominancia de Ahasll-4 sobre Ahasll-1 sin variaciones a medida que
aumento la concentracién de herbicida.

En ambas variables de crecimiento aéreo se observé una relacion de dominancia en las
concentraciones de herbicidas mas bajas a codominancia del alelo Ahasl1-4 sobre los alelos

ahasll y Ahasl1-1 en las concentraciones mas altas.
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Figura 25. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y Ahasl1-4, para el
ensayo de germinacion durante 14 dias en presencia del herbicida metsulfurén metil. La linea de puntos
inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de

dominancia = 1. (A) Longitud de raiz principal (LP).
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Figura 25. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y Ahasl1-4, para el
ensayo de germinacion durante 14 dias en presencia del herbicida metsulfurén metil. La linea de puntos
inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de
dominancia = 1. (B) Longitud de raiz principal con raices laterales mayores a 5mm (LPb). (C) Longitud

de la raiz lateral mas larga (LL).
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Figura 25. (Continuacioén) Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasll-1 y
Ahasl1-4, para el ensayo durante germinacion de 14 dias en presencia del herbicida metsulfurén metil.
Lalinea de puntos inferior representa nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa
nivel de dominancia = 1. (D) Area foliar total (AF). (E) Longitud promedio del primer par de hojas (LF).
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En el ensayo de cuantificacién de actividad enzimatica AHAS (Fig. 26), a medida que aumento
la concentracion de imazapir, se observo una relacion de semidominancia del alelo Ahasl1-1
sobre el alelo ahasll, de semidominancia a semirecesividad del alelo Ahasl1-4 sobre el alelo
ahasll y, contrariamente a lo observado en los ensayos germinativos, la relacion fue de
recesividad del Ahasl1-4 sobre el alelo Ahasl1-1.

Similares tendencias se observaron en el ensayo de cuantificacién de actividad enzimética
AHAS en presencia del herbicida metsulfurén metil: semidominancia a semirecesividad del
alelo Ahasl1-4 sobre el alelo ahasll y de semirecesividad del alelo Ahasl1-4 en relacion con
el alelo Ahasl1-1.
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Figura 26. Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasl1, Ahasll1-1 y Ahasl1-4, para los
ensayos de cuantificacion enzimatica AHAS. La linea de puntos inferior representa nivel de dominancia
= 0,5y la linea de puntos superior representa nivel de dominancia = 1. (A) Ensayo de cuantificacién

enzimatica AHAS en presencia del herbicida imazapir.
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Figura 26. (Continuacion) Estimacion de la dominancia efectiva entre los alelos ahasll, Ahasl1-1 y
Ahasl1-4, para los ensayos de cuantificacion enzimatica AHAS. La linea de puntos inferior representa
nivel de dominancia = 0,5 y la linea de puntos superior representa nivel de dominancia = 1. (B) Ensayo

de cuantificacién enzimética AHAS en presencia del herbicida metsulfuron metil.
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DISCUSION

La competencia del cultivo de girasol con las malezas es uno de los factores reductores del
rendimiento del mismo. La introduccion de nuevas tecnologias en los sistemas de produccion
ha generado un cambio en la poblacién y distribucion de malezas (Gries, 2003). El sistema de
siembra directa comenzé a difundirse rapidamente en Argentina a principios de la década de
1990, cubriendo una superficie de 28 millones de hectéreas en el pais en la campafia 2010/11.
En el cultivo de girasol, este sistema de siembra se emplea en un 70% de la superficie
cultivada (AAPRESID, 2012). El sistema de siembra directa contribuyé a disminuir la erosién
y la pérdida de agua de la tierra por evaporacion y combinado con fertilizantes y herbicidas
eficaces y accesibles, brindaron una solucion integral a la implantacion de los cultivos y al
control de las malezas (Satorre, 2005). El desafio a resolver dentro de estos sistemas de
manejo de cultivos es el control de malezas de hoja ancha en cultivos con este tipo de hojas
como el girasol y la soja. Los cultivos con resistencia a herbicidas constituyen una opcion
interesante para los productores debido a que podrian utilizar herbicidas de bajo costo que
controlen un amplio espectro de malezas (Shaner, 2000). Dentro del cultivo de girasol existen
tres tecnologias para el control de malezas disponibles en el mercado. En la tecnologia
Clearfield ® los hibridos poseen el alelo de resistencia Ahasl1l-1 y un gen modificador, que
otorga resistencia a herbicidas de la familia IMI, en tanto que la tecnologia ExpressSun ®
utiliza el alelo Ahasl1-2 que confiere resistencia a herbicidas de la familia SU, y la tecnologia
ClearfieldPlus ® utiliza el alelo Ahasl1-3 que confiere una elevada resistencia a IMI y no
requiere la presencia del gen modificador para que la resistencia sea completa (Sala et al.,
2012b). En Argentina soOlo se encuentran disponibles comercialmente las tecnologias
Clearfield ® y ClearfieldPlus ®.

Recientemente Sala y Bulos (2012) informaron un nuevo alelo denominado Ahasl1-4 que
confiere resistencia a distintas familias quimicas de inhibidores de AHAS. Estos autores
realizaron la caracterizacion molecular del alelo Ahasl1-4 y la primera evaluacion a nivel de
planta entera. Por medio de un indice de toxicidad determinaron que la linea RW-B presenta
un patron de resistencia cruzada a IMI, SU, TP y POB. Ademas, obtuvieron valores de GRsg
para la variable peso seco (en porcentaje respecto al control no tratado) en un ensayo dosis-
respuesta, con los herbicidas imazapir y metsulfuron metil, utilizando las lineas de girasol RW-
B que porta el alelo Ahasl1-4, HA425 que porta el alelo Ahasl1-1 y el gen modificador, SuBL
con el alelo Ahasl1-2, y la linea susceptible B770. En presencia del herbicida imazapir, estos
autores encontraron que la linea portadora del alelo Ahasl1-4 mostré un valor de peso seco
siete veces superior a la linea portadora del alelo Ahasl1-1 y 900 veces superior a la linea

susceptible. Estas diferencias son similares a las obtenidas en el presente trabajo de tesis al
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comparar los genotipos Ahasll-4/Ahasll-4 (4-4) y Ahasll-1/Ahasl1-1 (1-1), dado que las
mismas variaron entre tres y 15 veces dependiendo de la variable evaluada y las diferencias
entre los valores de GRso de los genotipos Ahasl1-4/Ahasll-4 (4-4) y ahasll/ahasll (0-0)
variaron entre 20 y 6000 veces. Para el herbicida metsulfuron metil, Sala y Bulos (2012)
informaron que la linea RW-B mostr6 un valor de GRsp 85 veces superior a la linea susceptible
B770. Bajo las condiciones experimentales del presente trabajo, al comparar los GRso de las
variables evaluadas entre los genotipos 4-4 y 0-0, se observaron mayores diferencias a favor
del genotipo 4-4, las mismas variaron entre 22 y 1500 veces. A su vez, Sala y Bulos (2012)
observaron que en presencia de elevadas dosis de herbicida imazapir (320 g i.a. ha-1) las
plantas de la linea HA425 desarrollaron clorosis y menor crecimiento de hojas, en contraste
con las plantas de la linea RW-B las cuales no mostraron sintomas de clorosis 14 dias
después de la aplicacion del tratamiento. En el ensayo de germinacién de 14 dias en presencia
de imazapir se obtuvieron resultados similares, las plantulas del genotipo 1-1 que crecieron
con una concentracion de herbicida de 10 uM presentaron clorosis en sus hojas, con una
concentracion de 31,6 uM el grado de clorosis fue mayor, ademas se observo necrosis y
menor crecimiento de las hojas y las plantulas que crecieron con 100 uM de imazapir no
desarrollaron hojas. Las plantulas del genotipo 4-4 mostraron los primeros sintomas de
clorosis en presencia de 31,6 UM de imazapir y con una concentracion de 100 uM se observo
desarrollo de hojas con poco crecimiento, clorosis y necrosis. En este ensayo, ninguno de los
genotipos desarrollé hojas cuando crecieron con las mayores concentraciones del herbicida y
se observo clorosis gradual en las hojas a medida que aumento la concentracion de herbicida.
Un comportamiento diferencial se observo en el caso del genotipo 0-4, mientras a nivel radical
obtuvo un valor de GRs intermedio entre los valores de los homocigotas 0-0 y 4-4, para las
variables aéreas mostr6 un nivel de resistencia muy inferior, sobre todo en la variable tonalidad
de color, donde se observé un alto grado de clorosis de las hojas en todas las concentraciones
de herbicida aplicadas. Breccia et al. (2011) informaron resultados similares al evaluar la
resistencia de seis genotipos de girasol que portaban los alelos Ahasl1-1y el gen modificador
en presencia del herbicida imazapir en plantulas en estadio V2. Al incrementar la
concentracion de herbicida observaron menor crecimiento foliar y la posibilidad de discriminar
visualmente entre los genotipos susceptible, resistente intermedio y resistente segun el grado
de clorosis de sus hojas.

En el presente trabajo, por medio de las metodologias de evaluacion en etapas tempranas de
crecimiento de plantulas de girasol, se logro caracterizar la resistencia del alelo Ahasl1-4 a los
herbicidas imazapir y metsulfurén metil. A través de los ensayos de germinacion durante siete

dias los genotipos que crecieron en presencia de las distintas concentraciones de herbicidas
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mostraron reduccion del crecimiento radical, observando mayor disminucion en las variables
LP y LPb, en especial en el genotipo susceptible. La inhibicién del crecimiento de raices en
presencia de herbicida permitié discriminar visualmente al genotipo susceptible. Resultados
similares obtuvieron los autores Gil et al. (2012) al evaluar la resistencia de genotipos de
girasol que portaban los alelos Ahasl1-1 y Ahasl1-3, confirmando que las variables radicales
evaluadas son un criterio util para diferenciar entre plantulas de girasol portadoras de
diferentes alelos de resistencia a inhibidores de AHAS. Los resultados obtenidos en el ensayo
de germinacién durante 14 dias complementaron a los obtenidos en el ensayo de germinacion
a siete dias, aportando informacién valiosa al evaluar el crecimiento aéreo de las plantulas.
La utilizacion del software Tomato Analyzer permitio realizar la medicién del area foliar, de la
longitud de las hojas y la cuantificacion de la tonalidad del color de las mismas. Ochogavia et
al. (2014) utilizaron este software para cuantificar la clorosis de las hojas en materiales Imisun
que portan el alelo de resistencia Ahasl1l-1 y compararon los resultados con el contenido de
clorofila en las hojas en presencia de concentraciones crecientes del herbicida imazapir,
encontrando que existe una correlacion significativamente positiva entre la reduccion de color
y la reduccién de clorofila a medida que aumenta la concentracién de herbicida en la cual
crecen las plantulas.

Comparando los valores de GRso en el ensayo durante 14 dias con el herbicida imazapir no
se observaron diferencias entre los genotipos con mayor grado de resistencia (1-4 y 4-4). Sin
embargo en presencia del herbicida metsulfurén metil, a nivel radical el genotipo 1-4 mostro
mayores valores de GRsp, mientras que para las variables foliares ocurrié lo inverso, el
genotipo 4-4 demostré un comportamiento superior y el genotipo 1-4 se comporté de forma
similar al 0-4. Los resultados obtenidos, teniendo en cuenta las variables de crecimiento aéreo,
area foliar total (AF) y longitud promedio del primer par de hojas (LF), se correlacionan con
los obtenidos al cuantificar la actividad de la enzima AHAS. En presencia de ambos herbicidas
el genotipo 4-4 obtuvo los mayores valores de GRso e lso, Superiores a los genotipos
heterocigotas que portan el alelo Ahasl1-4. Ademas, al comparar los valores de |so para ambos
herbicidas, se observaron diferencias significativas en las comparaciones 4-4 vs 1-4 'y 4-4 vs
0-4. Experimentos similares realizaron los autores Endo et al. (2007) en arroz (Oryza sativa)
para confirmar la adquisicién de la resistencia al herbicida bispiribac de la familia quimica
pirimidiniltio (u oxi) benzoatos (POB) conferida por la introduccion por transgénesis de dos
mutaciones (Trp548Leu y Ser6271s0) en el gen Ahas. Al tratar las plantas de una generacion
segregante en un estadio de cinco hojas con el herbicida (1 kg i.a. ha?), los genotipos
homaocigotas para el locus Ahas modificado y los heterocigotas exhibieron resistencia y

crecieron normalmente, mientras que las plantas del genotipo susceptible o wild type
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presentaron necrosis en todas sus hojas. En el andlisis de la actividad de AHAS, el extracto
enzimatico de las plantas homocigotas para el locus Ahas modificado mostré alta actividad,
incluso con dosis altas de herbicida (100 uM), logrando una resistencia superior al extracto
obtenido a partir de las plantas heterocigotas. Los resultados obtenidos por estos autores al
evaluar la actividad enzimética concuerdan con los obtenidos en este trabajo. Tomando como
modelo la estructura cuaternaria de la subunidad catalitica de AHAS de Arabidopsis en
complejo con herbicidas inhibidores, el tetramero de AHAS esta compuesto por cuatro
subunidades idénticas (Mc Court et al., 2006). Endo et al. (2007) sugieren que las plantas
heterocigéticas para el gen Ahas producirian tetrameros compuestos por una mezcla de
subunidades ‘“resistentes” y subunidades “sensibles” al herbicida y estos tetrameros en
presencia del herbicida mostrarian menor actividad enzimatica. Anadlogamente, podria
concluirse que en los genotipos heterocigéticos para el alelo Ahasl1-4 los tetrameros de las
subunidades cataliticas de AHAS estarian formados por subunidades de ahasll y Ahasl1-4,
en el genotipo 0-4, y Ahasll-1 y Ahasll1-4 en el genotipo 1-4. La posible formacién de estos
tetrametros podria explicar las relaciones de dominancia tendientes a la recesividad
observadas a nivel enzimatico para estos alelos.

Diversos autores han realizado analisis sobre los diferentes bioensayos difundidos para la
evaluacién de resistencia a herbicidas. Los ensayos mayormente utilizados son en macetas
con aplicacion de herbicidas en pre o pos emergencia en un estadio de crecimiento
determinado, generalmente entre dos y cuatro hojas, debido a que son los que mas se
asemejan a las condiciones de crecimiento a campo (Beckie et al., 2000; Burgos, 2015). Sin
embargo, estos experimentos consumen tiempo, espacio y son poco practicos cuando se
requiere evaluar un gran numero de individuos. Los ensayos de deteccion rapida de
resistencia a herbicida, como los ensayos de germinacion durante siete y 14 dias son utiles
para la discriminar entre genotipos con distintos grados de resistencia. Burgos (2015) destaca
la importancia de comparar los resultados de estos ensayos con los que se obtienen a partir
de macetas o a campo. Si por medio de estos ensayos alternativos se logra el mismo
diagndstico que en un ensayo en macetas, son una opcién superior para evaluar un gran
namero de individuos en un corto periodo. Dentro de los ensayos de germinacion que se
realizaron en este trabajo de tesis, se logré discriminar por su grado de resistencia entre los
genotipos evaluados. Sin embargo los valores de GRso de las variables radicales en el ensayo
durante 14 dias fueron inferiores a los del ensayo de siete dias debido a que las plantulas
crecieron durante un periodo mayor en presencia de los herbicidas. Este ensayo aporta una
caracterizacion mas completa ya que evalla el area foliar de las plantulas y la misma se puede

correlacionar con los ensayos de actividad enzimatica. Como desventaja respecto al ensayo
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de germinacion durante siete dias, se debe realizar un analisis digital mas extenso por el gran
numero de imagenes de raices y hojas. A su vez, en la estimacion de los valores de correlacion
entre las variables de crecimiento radical de ambos ensayos de germinacién en presencia del
herbicida imazapir se observd una alta correlacion y significativa entre las variables LP7 y
LP14, LPb7 y LPb14 y entre LL7 y LL14. En los ensayos de germinacion con el herbicida
metsulfurén metil los valores de correlacion entre las mismas variables fueron positivos pero
inferiores a los observados en las correlaciones con el herbicida imazapir, sin embargo
también fueron significativos. Por ello, los ensayos de siete y 14 dias podrian utilizarse para
discriminar entre genotipos portadores de alelos que confieren resistencia a inhibidores de
AHAS, siendo mas convenientes econdmica y operativamente los ensayos durante siete dias.
El alelo Ahasl1-4 en girasol es el primer caso donde la sustitucién Trp574Leu en cultivos fue
detectada a partir de la prospeccion de recursos genéticos silvestres (Sala y Bulos, 2012).
McCourt et al. (2006) informaron que el residuo Trp574 es importante porque define la forma
del canal del sitio activo y sirve para el anclaje de los herbicidas a la enzima, por lo tanto la
sustitucion por Trp574Leu no solo cambia la forma del canal sino que también provoca la
pérdida de muchas de las interacciones de Van der Waals que se dan entre las moléculas de
herbicida y la enzima. Esta sustitucion de aminoacidos ha sido informada en numerosos casos
de especies malezas. En Chile, se han detectado biotipos de Sorghum halepense con
resistencia debido al uso recurrente del herbicida nicosulfuron (SU). Luego de realizar una
evaluacion a través de ensayos dosis-respuesta de planta entera, actividad enzimatica in vitro
y una posterior secuenciacion del gen Ahas, se observo que la mutacién identificada en los
biotipos resistentes ocasiona la sustitucion Trp574Leu en la enzima AHAS (Hernandez et al.,
2015). Beckie et al. (2012) evaluaron individuos obtenidos a partir de una poblacién de
Polygonum convolvulus, encontrada en la provincia de Alberta en Canada. Realizando un
primer ensayo exploratorio con los herbicidas tifensulfuron/tibenuron (SU) y florasulam (TP)
en plantas en un estadio de dos a cuatro hojas, observaron plantas muertas o casi muertas
(HS) y plantas con poco a ningun dafio (HR). Por medio de ensayos dosis-respuesta en
macetas determinaron los valores de GRso de la poblacion HR y de la poblacion HS. Con el
herbicida florasulam el GRsy del genotipo HR fue 20 veces superior al de HS y 10 veces
superior con los herbicidas tifensulfurén/tibenuron. La secuenciaciéon del gen Ahas revel6 que
la mutacion Trp574Leu se encontraba en todos los individuos evaluados de la poblacion HR,
por ello los autores concluyen que dicha mutacion es la que otorga un alto grado de resistencia
a herbicidas de dos familias quimicas que inhiben la enzima AHAS. Es importante resaltar que
en las poblaciones de malezas el desarrollo de resistencia es un proceso evolutivo en

respuesta a la presion de seleccion ejercida por el uso repetido de herbicidas con el mismo
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sitio de accién. Dado que para este grupo de herbicidas se han detectado numerosos biotipos
de malezas resistentes en un total de 158 especies (Heap, 2016) es importante remarcar que
deben llevarse a cabo rotaciones de herbicidas con otros modos de accion para mantener la
sustentabilidad de esta tecnologia.

Resulta interesante analizar los resultados obtenidos por Lamego et al. (2009) al evaluar
biotipos de Bidens subalternans resistentes (R) y susceptibles (S) a inhibidores de AHAS
encontradas en sistemas de produccién de soja no transgénica en Brasil. Estos autores
realizaron ensayos dosis-respuesta en macetas aplicando distintas dosis de los herbicidas
clorimuron (SU), clorasulam (TP), imazetapir (IMI) o Piritiobac (POB) a un estadio de dos a
cuatro hojas. El biotipo R presentaba la mutacion Trp574Leu en el gen Ahas y mostré valores
de GRso muy superiores al biotipo S: 361, 637, 386 y 6343 veces superior con los tratamientos
de clorimuron, imazetapir, cloransulam y piritiobac, respectivamente. El ensayo de actividad
enzimatica se realiz6 en condiciones in vivo, a partir de hojas tratadas con distintas
concentraciones de los cuatro herbicidas mencionados, donde el biotipo R fue 17, 166, 434 y
516 veces mas resistente en presencia de los herbicidas clorimuron, imazetapir, cloransulam
y piritiobac respectivamente, cuando se compararon con el biotipo S. En el presente trabajo
de tesis, al igual que en el trabajo mencionado, se observo una marcada diferencia entre los
valores de GRso de los ensayos de germinacion y el Iso del ensayo de actividad enzimatica.
Como lo mencionan Lamego et al. (2009), la diferencia entre los GRso € Iso podria deberse a
que los ensayos enzimaticos no son directos, ya que el resultado obtenido es un dosaje de
acetoina. Ademas en estos ensayos el extracto enzimatico es incubado durante una hora en
contacto con el herbicida, mientras que en los ensayos de germinacion los efectos observados
son en presencia de herbicida durante siete 0 14 dias. En segundo lugar, GRso € Isp se
obtienen por un modelo matematico, en este caso el log-logistico, por ello son una estimacién
y no un valor real.

Respecto al método de cuantificacién de la actividad enzimatica de la enzima AHAS, en este
trabajo se utilizé un protocolo que mide la actividad en condiciones in vitro que permite una
caracterizacion rapida de los niveles de resistencia a nivel enzimatico. Vega et al. (2012)
utilizaron un protocolo de actividad AHAS in vivo para evaluar genotipos que portaban el alelo
Ahasl1-1y el valor de Isp que obtuvo el genotipo resistente en presencia del herbicida imazapir
fue 20 veces superior respecto al genotipo susceptible. Al comparar los valores de Iso de los
genotipos 1-1 y 0-0 obtenidos a través del ensayo en condiciones in vitro en presencia del
herbicida imazapir, el genotipo 1-1 fue tres veces mas resistente (<0,005). La metodologia in
vitro no solo es una herramienta util para la evaluacién de genotipos sino que también reduce

el tiempo requerido en el laboratorio. Bozic et al. (2012) utilizaron esta metodologia para
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evaluar hibridos de girasol que portaban el alelo Ahasl1-1 (resistentes a IMI) y el alelo Ahasl1-
2 (resistentes a SU), informando diferencias muy superiores de Iso respecto a hibridos
susceptibles de 3000 y 2600 veces respectivamente.

Sala et al. (2008a) evaluaron un genotipo de girasol que portaba el alelo Ahasl1-3 y un
genotipo susceptible, con distintos fondos genéticos, en presencia del herbicida imazamox y
obtuvieron una diferencia de Isp dos veces y media superior para el genotipo que portaba el
alelo Ahasl1-3. Esta diferencia es similar a las observadas al comparar los valores de Iso en el

ensayo de actividad enzimatica en presencia del herbicida imazapir.

En estudios anteriores (Roux et al., 2005; Sala et al., 2012c) se demostré que una Unica
concentracion de herbicida no es apropiada para estimar los niveles de dominancia, debido a
que en presencia de una baja concentracion de herbicida se observara menor crecimiento en
genotipos homaocigotas susceptibles y los genotipos heterocigotas y homocigotas resistentes
tendrian un crecimiento normal, por lo que el alelo resistente seria dominante. Si la
concentracion fuese mayor tanto el homocigota susceptible como el heterocigota tendrian
menor crecimiento y el homocigota resistente lo haria normalmente, en este caso la
resistencia seria recesiva. Sala et al. (2012c) evaluaron las relaciones de dominancia entre
los alelos ahasl1, Ahasll-1y Ahasl1-3. En el presente trabajo se observd una tendencia similar
a la descripta por estos autores. Tomando los alelos de a pares, tanto para resistencia a
imazapir como a metsulfuron metil, el nivel de dominancia varié desde sobredominancia a
recesividad dentro de cada variable evaluada y concentracién de herbicida aplicada.

Es importante estimar el nivel de dominancia entre los alelos de la serie Ahasll dentro de un
programa de mejoramiento para determinar la constitucién genotipica de los hibridos de
girasol. Si el alelo Ahasl1l-4 es dominante sobre los alelos Ahasll-1 y ahasll, tanto en
presencia de herbicidas pertenecientes a la familia de las imidazolinonas como las
sulfonilureas, no seria necesario introgresarlo a todos los parentales utilizados para la
produccion de hibridos, ya que los genotipos heterocigéticos para Ahas expresarian un
fenotipo resistente. En los ensayos en presencia del herbicida imazapir, teniendo en cuenta
los alelos Ahasl1-4 y Ahasll1-1, los genotipos 1-4 y 4-4 tuvieron valores similares de GRso para
las variables LP, LPb, LL, AF y LF en ambos ensayos de germinaciéon y los niveles de
dominancia, por ejemplo para la variable LP, variaron entre sobredominancia y dominancia
del alelo Ahasl1-4 segun la concentracion de herbicida. Sin embargo, al evaluar la actividad
enzimatica de AHAS el valor de Iso del genotipo 1-4 fue nueve veces inferior al genotipo 4-4 'y
se observo una relaciéon de recesividad a semirecesividad del alelo Ahasl1-4. En presencia
del herbicida metsulfuron metil, el genotipo 1-4 obtuvo valores de GRso superiores al 4-4 para

las tres variables radicales y respecto al nivel de dominancia se observé que varia de
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semidominancia a dominancia Ahasl1-4 para la variable LP. A diferencia de lo observado con
el herbicida imazapir en la caracterizacion de la parte aérea de las plantulas, el valor de GRso
para el genotipo 1-4 fue seis veces menor que el obtenido por el genotipo 4-4 para la variable
AF, cuatro veces menor para la variable LF y ocho veces inferior en actividad enziméatica (Iso).
Los niveles de dominancia para la variable AF fueron de codominancia en la concentracion
10 nM y semirecesividad en 100 nM. Ademas, en las plantulas del genotipo 1-4 que crecieron
con concentracion a partir de 10 nM se observo clorosis por la inhibicion causada por el
herbicida.

Un andlisis similar se puede realizar tomando a los alelos Ahasll-4 y ahasll. En ambos
ensayos de germinacion, en presencia de cada uno de los herbicidas se encontré que el
genotipo 4-4 obtuvo valores de GRso dos veces superiores a los logrados por el genotipo 0-4
para las variables LP, LPb y LL, 10 veces superiores para la variable AF y un valor de Iso
cuatro veces mayor. En la parte aérea de las plantulas del genotipo 0-4 se observaron los
sintomas de la inhibicién provocada por el herbicida a partir de la menor concentracién: 1uM
de imazapir y 1nM de metsulfurén metil, las hojas presentaban un alto grado de clorosis, un
crecimiento menor respecto a otros genotipos que portaban en alelo Ahasl1-4, que se reflejo
en los valores de GRso. Ademas para las variables AF y LF se observé una relacion de
semirecesividad del alelo Ahasl1-4 con las concentraciones de herbicida a partir de 10 uM de
imazapir y 100 nM de metsulfurén metil. Las reducciones del nivel de dominancia a medida
que se incrementa la concentracion de herbicida han sido revisadas por Bourguet y Raymond
(1998). Estos autores sostienen que dicha tendencia a la recesividad se deberia a que a altas
dosis en los heterocigotas no sélo se inhiben las enzimas sensibles a herbicida sino que
también a una parte de las insensibles. A su vez argumentan que dado que generalmente las
enzimas mutantes insensibles a herbicida presentan una reduccion en la actividad comparado
con la de la enzima sensible este hecho reforzaria la tendencia observada hacia la
recesividad.

Los menores valores promedio de los genotipos portadores del alelo Ahasl1-4 al estado
homocigota observados para la variable area foliar en ausencia de herbicida sugieren que
este alelo presentaria un efecto pleiotrpico sobre el desarrollo de la biomasa aérea. Seria
pertinente evaluar si dicho efecto se manifiesta en estadios mas avanzados del desarrollo y
verificar que su presencia en los fondos genéticos a los que sea introgresado no perjudique
la produccion a nivel del cultivo. Desde una perspectiva practica la utilidad de los alelos que
confieren resistencia para el mejoramiento vegetal estaria determinada por el balance entre

el beneficio de dicho gen de resistencia y el costo de aptitud asociado al mismo.
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El efecto pleiotrépico de genes que confieren resistencia a herbicidas en cultivos ha sido
revisado por Darmency (2013). Este autor menciona dos casos de impactos negativos sobre
cultivos con resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS: reduccion del rendimiento (-5% a
-11%) en arroz Clearfield ® asociado a la sustitucion ALS Gly654 y una menor calidad de
fibras en algoddn resistente a imazamox portador de la sustitucién ALS Ser653. Yu y Powles
(2014) en su revision de estudios similares en especies maleza indican que un costo de aptitud
asociado a la sustitucion Trp574Leu ha sido verificado para la especie Amaranthus powellii
mientras que en especies como Kochia scoparia, Raphanus raphanistrum y Lolium rigidum no
se observo reduccion de crecimiento de las plantas.

Este nuevo alelo ofrece la posibilidad de desarrollar una tecnologia superior a las
desarrolladas anteriormente debido a que los productores tendrian la posibilidad de utilizar los
distintos herbicidas inhibidores de AHAS que se utilizan especificamente para aplicar sobre
los girasoles Clearfield ®, ExpresSun ® y ClearfieldPlus ® (Sala et al., 2012c¢). Ademas,
permitiria introducir este cultivo en rotaciones sin sufrir los dafios que ocasiona la residualidad
de dichos herbicidas. Howatt y Endres (2006) evaluaron el comportamiento de girasoles
resistentes a IMI y a SU que crecieron con residuos de los herbicidas imazetapir, metsulfurén
metil o flucarbazone en experimentos en invernaculo. Los girasoles resistentes a Ml
presentaron 60 y 66% de dafio cuatro semanas después de haber emergido en presencia de
residuos de metsulfuron metil y flucarbazone, respectivamente. Sin embargo, en presencia de
imazetapir, no se observo diferencia respecto a girasoles que crecieron en suelo sin residuos
de herbicida. La residualidad de los tres herbicidas mencionados no caus6 ningun dafio
significativo en los girasoles resistentes a SU respecto a los girasoles que no recibieron
tratamiento alguno. Por ello, el desarrollo de cultivares hibridos de girasol que porten el alelo
Ahasl|1-4 tendria alta probabilidad de evitar los efectos producidos por la residualidad de los
herbicidas inhibidores de AHAS.
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CONCLUSIONES

- El alelo Ahasl1-4 confiere resistencia al herbicida metsulfuron metil y resistencia superior a
la conferida por el alelo Ahasl1-1 al herbicida imazapir.

- Las variables longitud de raiz principal y longitud de raiz principal con raices laterales
mayores a 5 mm constituyen criterios Utiles de seleccion para identificar individuos portadores
de alelos de resistencia en los bioensayos de germinacién durante siete dias.

- La relacion de dominancia entre dos alelos puede variar dependiendo del tipo de herbicida
presente, de la concentracion de herbicida, de la variable evaluada y del estadio de la planta

al momento de evaluacion.
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ANEXO

Valores absolutos (cm) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con

raices laterales mayores a 5 mm (LPb) y longitud de la raiz lateral méas larga (LL), obtenidos a partir del

tratamiento control en plantulas de siete dias del ensayo realizado con el herbicida imazapir.

Genotipo LP LPb LL
0-0 6,81+1,33 2,62+0,31 3,00+0,78
11 751+109 325+039 354+0,18
4-4 896+080 352+0,39 3,73+0,04
0-1 730+0,70 2,83+x0,99 3,27+0,67
0-4 8,33+0,66 3,07+0,67 3,55+0,09
1-4 794+£0,78 3,32x115 3,75+0,61

Valores absolutos (cm) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con

raices laterales mayores a 5 mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL), obtenidos a partir del

tratamiento control en plantulas de siete dias del ensayo realizado con el herbicida metsulfurén metil.

Genotipo LP LPb LL
0-0 841+104 356+0,99 3,20+0,63
1-1 8,02+0,47 3,70+0,79 4,23+0,32
4-4 7,72+0,40 3,17+0,61 3,38+0,61
0-1 9,40+0,42 3,79+0,19 4,18+0,41
0-4 8,20+£0,88 3,37+0,14 3,82+0,18
1-4 8,22+057 3,64+0,24 3,77 +0,56

Valores absolutos (cm) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con

raices laterales mayores a 5 mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL), &rea foliar total (AF)

y longitud promedio de primer par de hojas (LF), obtenidos a partir del tratamiento control en plantulas

de 14 dias del ensayo realizado con el herbicida imazapir.

Genotipo LP LPb LL AF LF
0-0 13,40+0,68 9,68+0,27 7,44+0,15 32,71+2,14 5,02+0,30
1-1 10,38+224 7,61+204 783+162 3245+398 6,17+0,60
4-4 10,66+1,73 6,48+080 576+065 17,49+207 4,12+0,23
0-1 1292+091 950+1,13 854+0,72 46,30+4,49 6,65+0,12
0-4 934+157 650+147 657+213 2359+6,38 4,85+0,69
1-4 11,34+158 7,06+1,15 7,18+0,28 31,19+341 5,12+0,34
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Valores absolutos (cm) de las variables longitud de raiz principal (LP), longitud de raiz principal con

raices laterales mayores a 5 mm (LPb) y longitud de la raiz lateral mas larga (LL), area foliar total (AF)

y longitud promedio de primer par de hojas (LF), obtenidos a partir del tratamiento control en plantulas

de 14 dias del ensayo realizado con el herbicida metsulfurén metil.

Genotipo LP LPb LL AF LF
0-0 1028+1,47 7,39+£050 7,25+0,86 2545+944 4,55+0,64
1-1 1449+289 9,71+152 924+139 3565+232 6,52+0,21
4-4 996+219 661+165 576+138 20,23+2,66 4,61+0,28
0-1 12,63+1,11 9,02+1,07 853+165 4650+945 6,13+0,63
0-4 969+161 6,68+0,78 6,40+057 2387+256 4,69+0,20
1-4 1182+231 769+1,15 7,80+125 31,08+4,05 5,32+0,25

Valores absolutos (absorbancia) de los tratamientos control obtenidos a partir de los ensayos de

cuantificacion de actividad AHAS con los herbicidas imazapir (IMI) y metsulfurén metil (SU).

Genotipo IMI SuU
0-0 159+0,17 2,61+0,27
1-1 1,15+0,43 0,90+0,32
4-4 157+0,11 1,40+0,38
0-1 157+021 215+041
0-4 159+045 1,60+0,44
1-4 146+0,34 1,62+0,75
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