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C
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D
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M
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R

R: linea endocriada de girasol HA 425 con resistencia a IMI
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RESUMEN

En el afio 1998 se encontré en Kansas, Estados Unidos, una poblacion de girasol
maleza (Helianthus annuus L.) resistente a herbicidas imidazolinonas (IMI) y esta fuente de
resistencia denominada Imisun pudo ser incorporada al girasol cultivado mediante
cruzamientos convencionales. Se ha demostrado a través de una aproximacion de la genética
clasica que esta resistencia estd controlada por dos loci: un locus principal con accién
semidominante (Imrl) que se corresponde con una mutacion en el codén 205 del locus que
codifica para la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) y un segundo locus (Imr2) de efecto
modificador, cuya identidad se desconoce pero que podria corresponder a determinantes
génicos adicionales involucrados en el metabolismo del herbicida. La detoxificacion de
xenobidticos usualmente se asocia a familias de enzimas tales como glutation S-transferasas
(GSTs), glicosiltransferasas y citocromo P450 monooxigenasas (P450s).

La hipotesis del presente trabajo es que existen genes asociados a la presencia del
locus Imr2 que estan involucrados en la eficiencia de metabolismo y detoxificacién del
herbicida imazetapir en la fuente de resistencia Imisun de la especie girasol. El objetivo
general fue Identificar y caracterizar mecanismos de resistencia al herbicida imazetapir en la
fuente de resistencia Imisun de la especie girasol y los objetivos especificos fueron los
siguientes:

1- Evaluar el efecto del inhibidor de citocromos P450 piperonil butéxido (PBO) sobre
la resistencia al herbicida imazetapir en plantas completas de girasol.

2- Evaluar el efecto del inhibidor de citocromos P450 1-aminobenzotriazol (ABT) sobre
la resistencia al herbicida imazetapir en plantas completas de girasol.

3- Caracterizar el transcriptoma de dos genotipos de girasol resistente y susceptible a
imidazolinonas, respectivamente y su respuesta al tratamiento con imazetapir mediante la
técnica cDNA-AFLP.

3.1-Determinar la concentracion de herbicida imazetapir éptima para el estudio del
transcriptoma.

3.2- Determinar los tiempos de colecta post tratamiento con herbicida adecuados
para el estudio del transcriptoma.

3.3- Evaluar los niveles de inhibicién de la actividad AHAS in vitro durante los
tiempos de colecta.

4- Analizar las diferencias en los niveles de expresion génica para el genotipo
resistente en respuesta al tratamiento con imazetapir mediante la técnica TruSeq Stranded
RNA-Seq.



Resumen

Para los ensayos de reversion de la resistencia en plantas completas se utilizaron dos
lineas endocriadas de girasol resistente (R) y susceptible (S) a IMI, el herbicida imazetapir y
los inhibidores de P450s PBO y ABT. Las variables evaluadas sobre plantas de 15 dias fueron:
area total foliar total (AFT), longitud de raiz principal (LP), longitud de la raiz lateral mas larga
(LL), longitud de hipocétilo (LH) y indice de coloracion de las hojas hue, mediante programas
de analisis de imagenes digitales. Los contrastes ortogonales detectaron diferencias
significativas en algunos tratamientos para el inhibidor PBO en las variables AFT y LL en el
genotipo R y los valores del indice de reduccién atribuida al PBO fueron de 26 %, 23 %,
respectivamente. En el caso del inhibidor ABT se encontro efecto significativo del mismo para
las variables LP y LL en el genotipo R y los valores del indice de reduccion atribuida al inhibidor
fueron de 13 % y 11 %, respectivamente. Estos resultados sugieren que en la fuente de
resistencia Imisun existiria un mecanismo de detoxificacion mediado por isoformas de P450s
particularmente inhibidas por ABT y PBO.

Para el analisis de estudio del transcriptoma se utilizaron las dos lineas endocriadas
de girasol Ry Sy el herbicida imazetapir. La concentracién 6ptima de trabajo de imazetapir
fue 1 uM vy los tiempos de colecta adecuados para el andlisis del transcriptoma fueron 12, 18
y 24 hs. Se confirmé la inhibicion de AHAS en los tiempos de colecta elegidos, se eligi6 la
combinacién optima de enzimas de restriccion CviAll y Msel mediante un analisis in silico y
se realizé el ensayo de cDNA-AFLP. Se aislaron, re-amplificaron y secuenciaron 49
fragmentos diferencialmente expresados cuyas potenciales categorias funcionales se
asignaron mediante busquedas BLAST contra bases de datos NCBI y contra el transcriptoma
ensamblado de novo HaT13l. Dieciocho secuencias aisladas en diferentes tiempos de colecta,
tratamientos y genotipo estarian relacionadas a procesos de detoxificacion y estrés hidrico.

El analisis TruSeq Stranded RNA-Seq se realiz6 sobre plantas R control y tratadas con
imazetapir 1 uM y para el mapeo se utilizé6 como referencia el transcriptoma HaT13l. Se realiz6
una busqueda especifica de familias de genes relacionados con procesos de detoxificacion
de xenobidticos. Ninguno mostré expresion diferencial.

Los resultados de este trabajo de tesis sugieren que el metabolismo de herbicidas en
la fuente de resistencia estudiada es de expresion constitutiva, puede ser detectado en el
genotipo susceptible y la resistencia aparece como resultado de un aumento de dicho
metabolismo en un momento determinado del tratamiento con IMI. Estos mecanismos de
resistencia no relacionados al sitio de accion podrian contribuir a la resistencia a

imidazolinonas en girasol y estar relacionados al locus Imr2.

Vi



ABSTRACT

Identification and characterization of imidazolinone resistance mechanisms in

sunflower (Helianthus annuus L.)

Imidazolinone (IMI) resistance genes have been introgressed from a sunflower wild
population collected in Kansas to elite inbred lines. A digenic model has been proposed as the
genetic basis of the inheritance of IMI resistance. This model assumes that both parents must
express two resistance genes to achieve complete resistance in the hybrids: the major
semidominant locus Imrl, an allelic variant of the ahasl locus that codes for the
acetohydroxyacid synthase catalytic subunit and the modifier locus Imr2, whose effect remains
unknown and it could be related to non-target-site resistance such as xenobiotic metabolism.

The objective of this study was to identify and characterize IMI resistance mechanisms
in sunflower. Specific objectives were:

1- Evaluate the growth response to imazetapyr in combination with P450s inhibitor
piperonyl butoxide (PBO) in sunflower plantlets.

2- Evaluate the growth response to imazetapyr in combination with P450s inhibitor 1-
aminobenzotriazole (ABT) in sunflower plantlets.

3- Characterize sunflower gene expression in response to imazetapyr using cDNA-
AFLP.

3.1- Determine the optimal herbicide concentration known as discriminating dose.

3.2- Determine optimal herbicide treatment length.

3.3- Determine acetohydroxyacid synthase in vitro activity to assess enzyme
inhibition levels.

4- Characterize resistant sunflower gene expression in response to imazetapyr using
TruSeq Stranded RNA-Seq.

Two sunflower inbred lines were used in this study: HA 425 and HA 89, classified as
resistant (Imrlimrlimr2Ilmr2) and susceptible (imrlimrlimr2imr2), respectively.

An important number of xenobiotic metabolism related genes were found in cDNA-
AFLP and RNA-Seq transcriptomic analysis: cytochromes P450, ABC transporters,
glycosyltransferases, UDPglucuronosyl/glucosyltransferases and glutathione S-transferases.
This results combined with increased phytotoxicity of imazetapyr in the resistant line when
P450s inhibitors were present, agree with suggestions previously made that non-target-site
resistance mechanisms may contribute to herbicide resistance in sunflower. Moreover, these

mechanisms could be related to the modifier locus Imr2. This study allowed to detect

vii



Abstract

constitutively expressed detoxification genes potentially related to imidazolinone resistance in
sunflower and encourage further experimentation on the molecular and biochemical levels to

asses the role of P450s in endowing herbicide resistance.
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INTRODUCCION GENERAL

Las malezas han sido el principal factor biético en la perdida de rendimiento de los
cultivos desde el inicio de la agricultura y su control en los sistemas de cultivo modernos es
vital para cubrir las demandas mundiales de alimento (Délye et al., 2013). Los herbicidas son
actualmente la herramienta mas poderosa y efectiva para el control de las malezas, cumplen
un rol fundamental en los sistemas de produccion y en este sentido, la necesidad de entender
los mecanismos de accién de los herbicidas utilizados cotidianamente y de desarrollar otros,

nuevos y mas eficientes, es constante (Sabbatini et al., 2004).

Los herbicidas pueden agruparse en familias segun sus sitios y modos de accion.
Estas familias incluyen por ejemplo a los inhibidores de la enzima acetil-CoA carboxilasa que
afectan la sintesis de lipidos, inhibidores del fotosistema II, inhibidores de la sintesis de
pigmentos carotenoides, de la sintesis de celulosa, entre otros. Sin embargo, la mayoria de
los herbicidas actualmente comercializados actian blogqueando la biosintesis de ciertos
aminoacidos, tales como aquellos de cadena ramificada, en plantas (Tan et al., 2006). Dado
que estas vias biosintéticas no se encuentran en animales, los inhibidores de las enzimas que
participan exclusivamente en dichos procesos resultan apropiados para su uso como
herbicidas (Sabbatini et al., 2004; Duggleby et al., 2008).

Una de las primeras respuestas de la planta frente a la aplicaciéon de herbicidas que
inhiben la biosintesis de aminoacidos es el cese de la sintesis de proteinas. En consecuencia,
se detienen los eventos mitéticos entre las fases G, y M retrasando el crecimiento vegetativo
del vastago y de la raiz y afectando la reproduccién (Rost y Reynolds, 1985). Ademas,
disminuye el transporte y metabolismo de fotosintatos y comienzan a acumularse azlcares
neutros en las hojas y raices (Zabalza et al., 2004), se impide la incorporacién de timina al
ADN (acido desoxirribonucleico) y simultaneamente se desarrolla clorosis, necrosis vy
deformacién de las hojas (Singh y Shaner, 1995; Whitcomb, 1999; Sabbatini et al., 2004). La
muerte de la planta se produce luego de varias semanas (Whitcomb, 1999; Tuesca y
Nisensohn, 2001).

La enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS, EC 2.2.1.6) es la primera enzima que
comparten las tres vias de biosintesis de amino&cidos de cadena ramificada valina, leucina e
isoleucina en procariotas, algas, levaduras, hongos y plantas superiores. Dado que no se

encuentra presente en los animales, estos deben incorporar aminoacidos de cadena
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ramificada desde la dieta (Lancien et al., 2007; Duggleby et al., 2008). Especificamente, las

dos reacciones en las que participa esta enzima involucran:

i) descarboxilacién de una molécula de piruvato y su posterior condensacién con otra
molécula de piruvato para originar dioxido de carbono y 2-acetolactato (motivo por el cual
inicialmente la enzima fue denominada acetolactato sintasa, ALS) y

i) descarboxilacion de una molécula de piruvato, condensacion de la misma con una

molécula de 2-cetobutirato y liberacion de dioxido de carbono y de 2-aceto-2-hidroxibutirato.

De la primera reaccién antes citada se bifurcan dos vias de sintesis de los aminoacidos
valina y leucina y la segunda reaccién forma parte de la via de sintesis del aminoacido

isoleucina (Chipman et al., 1998; Duggleby et al., 2008) (Figura 1).

La enzima AHAS es una flavoproteina conformada por al menos dos subunidades
cataliticas y dos subunidades regulatorias. Para su eficiente actividad catalitica requiere de
los cofactores tiamin difosfato (TPP), flavina adenina dinucle6tido (FAD) y un cation divalente,
generalmente magnesio (Mg?*). Su mecanismo de regulacién mas importante se basa en una
inhibicién por producto: en plantas superiores, cualquiera de los tres aminoacidos ramificados
puede unirse a una de las subunidades regulatorias e inhibir la actividad enzimatica por un
cambio conformacional (Duggleby et al., 2008). La actividad AHAS se desarrolla en el
cloroplasto de los vegetales y si bien la biosintesis de aminoacidos ramificados se lleva a cabo
en toda la planta, ocurre una mayor expresion de AHAS en los tejidos mas jovenes y en tejidos
meristematicos (Singh y Shaner, 1995; Lancien et al., 2007). Cabe mencionar que esta enzima
se encuentra en bajas cantidades por célula (Durner et al., 1991).

La inhibicién de la actividad AHAS es una estrategia eficiente para la eliminacion de
malezas en los campos cultivados asi como para el desarrollo de antifingicos y
antimicrobianos (McCourt y Duggleby, 2006). Actualmente existen en el mercado cinco
familias de herbicidas quimicamente no relacionadas cuya actividad bioldgica esta
directamente relacionada con la enzima AHAS: imidazolinonas, sulfonilureas,
triazolopirimidinas, pirimidiniloxobenzoatos y sulfonilaminocarboniltriazolinonas (McCourt y
Duggleby, 2006; Duggleby et al., 2008) (Figura 2). La aplicacion de isoleucina, leucina y valina
exogenos revierte los efectos de estos herbicidas lo que indica que la enzima AHAS es el
anico blanco de estos compuestos (Ray, 1984). Este hecho fue recientemente corroborado a

través de estudios de transcriptébmica (Manabe et al., 2007).
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Figura 1. Vias de biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada en plantas superiores. La enzima

AHAS participa en las dos primeras reacciones paralelas. Adaptado de Duggleby y Pang (2000).
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Figura 2. Estructuras moleculares basicas de las cinco familias quimicas correspondientes al grupo de
herbicidas inhibidores de AHAS. R, R1 y R2 son grupos quimicos adicionales a la estructura basica.
Tomado de Tan et al. (2006) y Zhou et al. (2007).

Los herbicidas de la familia de las imidazolinonas (IMI) fueron desarrollados al inicio
de los afios “80 y, junto con las sulfonilureas, fueron los primeros inhibidores de AHAS en salir
al mercado (McCourt y Duggleby, 2006). Poseen un anillo imidazol que esté involucrado en la
fuerte unién del herbicida a su blanco y un segundo anillo que varia segun el tipo de IMI y que
puede ser un anillo quinolina, benceno 6 un anillo piridino. Las diferencias en los niveles de
inhibicion de AHAS de las distintas IMI sugieren que esta segunda estructura ciclica también
participa en la inhibicién de la enzima. Por otra parte, se observé una leve diferencia en los
niveles de inhibicion de AHAS entre aquellas imidazolinonas que poseian como segundo anillo
un grupo piridino pero los diferentes grupos funcionales en la posicion cinco del anillo piridino
mostraron estar relacionados con ciertas caracteristicas de las imidazolinonas como por

ejemplo con metabolismos detoxificadores diferenciales en las plantas (Tan et al., 2005).
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Los herbicidas inhibidores de AHAS son ampliamente utilizados en la actualidad y son
los principales componentes de los programas de manejo de malezas en muchos cultivos.
Permiten el control de un amplio espectro de malezas, son efectivos a bajas dosis de
aplicacion dada su alta potencia biol6gica (se suelen utilizar en dosis de gramos por hectarea
para alcanzar los efectos de otras familias de herbicidas que son utilizadas en rangos de
kilogramos por hectarea) (Zhou et al., 2007), son selectivos para una gran variedad de cultivos
y presentan un perfil ambiental favorable. Ademas se catalogan como herbicidas seguros y
efectivos, con baja toxicidad en mamiferos debido a la ausencia del blanco AHAS en el reino
animal (Tan et al., 2005).

La resistencia a herbicidas se refiere a la capacidad heredable de una planta para
sobrevivir y reproducirse luego de la exposicion a una concentracion de herbicida
normalmente letal para los individuos de esa especie. En una planta la resistencia puede
ocurrir naturalmente o ser inducida mediante técnicas de ingenieria genética, seleccion de
variantes somaclonales o mutagénesis. La tolerancia a herbicidas, en cambio, se define como
la capacidad intrinseca de una especie para sobrevivir y reproducirse luego del tratamiento

con herbicida sin necesidad de una seleccion o manipulacién genética previa (WSSA, 1998).

El uso continuo de herbicidas inhibidores de AHAS vy la falta de alternancia con otros
herbicidas de distinto modo vy sitio de accidon ha ocasionado que, al presente, las malezas
resistentes a estos herbicidas representen un importante grupo con 252 especies informadas

(Baucom, 2016; Heap, 2017). La base para la resistencia surge de:

i) Disminucioén en los niveles de absorcion y/6 translocacion del herbicida en la planta
(Shaner y Singh, 1997).

i) Aumento en el metabolismo detoxificador de la planta que puede involucrar
fendmenos como dealquilacion, hidroxilacién o conjugacién de grupos sobre el herbicida,
inactivandolo y/o logrando la compartimentalizaciéon del compuesto en pocas horas (hs) luego
de la aplicacién (Shaner y Singh, 1997).

iii) Modificaciéon del sitio de union del herbicida en la enzima debido a una mutacion
puntual en el gen ahas (Pang et al., 2004). La frecuencia de alelos ahas resistentes a herbicida
en la naturaleza es alta (Yuan et al., 2007). En la actualidad, se identificaron 17 aminoacidos
en Arabidopsis thaliana que al ser modificados desencadenan resistencia especifica 6 que
derivan en una resistencia cruzada a dos 6 mas de estas familias de herbicidas (Duggleby et
al., 2008). Varias mutaciones diferentes del gen ahas han podido ser identificadas en
diferentes cultivos resistentes incluyendo maiz, cafia de azlcar, canola, soja, tabaco, trigo y

algodén (Thyssen et al., 2014).
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Segun informes de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura) la produccion de alimento debe aumentar entre un 70 a 100 % para el 2050
para lograr paliar el potencial crecimiento de la poblacion y los cambios en la dieta?. Esto se
ve exacerbado por los continuos cambios climéticos, la competencia entre cultivos y malezas
por tierra y agua y las continuas disminuciones en los rendimientos actuales. Para combatir
estos desafios deben desarrollarse cultivos que combinen altos rendimientos con resistencias
a estreses bidticos y abidticos. Uno de los potenciales cultivos para lograr esta meta es el

girasol.

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) es de gran importancia econémica a nivel
mundial, ocupando el puesto 12 en el ranking de areas cultivadas® y alcanzando una
produccion anual promedio de aproximadamente 47 millones de toneladas (National
Sunflower Association, 2016/2017). En Argentina, uno de los principales productores de
girasol a nivel mundial, se siembra girasol en diversas areas abarcando diferentes ambientes
edafoclimaticos. Hoy en dia nuestro pais cuenta con una superficie cultivada de 1.450.000
hectareas y una producciéon anual que alcanza las 3,5 millones de toneladas®. El girasol
cultivado es una especie con capacidad de adaptacién a ambientes extremos y posibilidad de
hibridacion con especies silvestres emparentadas cuyos alelos de interés agronémico pueden
utilizarse en planes de mejoramiento. Ademas de ser un cultivo sumamente importante para
el desarrollo de alimentos en paises emergentes y fuente de aceites vegetales beneficiosos
para la salud, el girasol se convirti6 en uno de los modelos para estudios ecoldgicos y

evolutivos mas importantes en la actualidad (Rieseberg, 2016).

En los ultimos afos se han destinado grandes esfuerzos al desarrollo de cultivares de
girasol resistentes a herbicidas y en particular, la resistencia a imidazolinonas ha sido un area
de investigacién activa. En 1996 fue identificada una poblacién de girasol maleza resistente a
imidazolinonas (ANN-PUR) en Kansas, Estados Unidos, en un campo cultivado con soja y
tratado con el herbicida imazetapir durante siete afios consecutivos (Al-Khatib et al., 1998;
Bruniard y Miller, 2001). Esta fuente de resistencia denominada Imisun pudo ser incorporada
al girasol cultivado mediante cruzamientos convencionales (Miller y Al-Khatib, 2002) y en la
actualidad existen lineas publicas americanas liberadas por el USDA-ARS (United States

Department of Agriculture - Agricultural Research Service) resistentes a los herbicidas

a http://www.fao.org/fileadmin/templates/wsfs/docs/expert _paper/How to Feed the World in 2050.pdf

b http://faostat3.fao.org/home/E

¢ https://www.sunflowernsa.com/stats/world-supply/



http://www.fao.org/fileadmin/templates/wsfs/docs/expert_paper/How_to_Feed_the_World_in_2050.pdf
http://faostat3.fao.org/home/E
https://www.sunflowernsa.com/stats/world-supply/
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imazamox e imazetapir y disponibles para su uso en la obtencion de hibridos, lineas
parentales, o germoplasma resistente. Varias compafiias semilleras introdujeron la resistencia
a imidazolinonas en sus propias lineas de girasol y distintas variedades fueron
comercializadas por primera vez en Estados Unidos, Argentina y Turquia en el 2003 bajo el
nombre comercial de Girasol Clearfield ® (Tan et al., 2005). Estas variedades resistentes
permiten minimizar los potenciales dafios ofreciendo una opcién eficaz de tratamiento de
malezas, a la vez que aumentan la flexibilidad en la rotacion de cultivos (Bruniard, 2001; Sala
et al., 2012). El éxito comercial de los cultivos Clearfield ® se debe al hecho de que no estan
sujetos a las regulaciones aplicadas a organismos genéticamente modificados (OGM) en la

mayoria de los paises (Tan et al., 2005).

Bruniard y Miller (2001) demostraron a través de una aproximacion de la genética
clasica que el modelo de la herencia de la resistencia a imidazolinonas en girasol involucra
tres clases fenotipicas distintas en las poblaciones F.: fenotipo resistente (R), intermedio (1) y
susceptible (S) en proporciones 3:9:4, respectivamente (Tabla 1). A su vez, en el cruzamiento
prueba fueron identificadas cuatro clases fenotipicas: intermedio plus (I+), intermedio menos
(I-), susceptible plus (S+) y susceptible menos (S-). Esto permitié establecer que la resistencia
a imidazolinonas en girasol esta controlada por dos loci de codificaciébn nuclear: un locus
principal con accion semidominante (Imrl) y un segundo locus (Imr2) de efecto modificador
sobre el primero. En la siguiente tabla se detallan las clases genotipicas y fenotipicas y su
correspondiente proporcién observadas en la generacién F; obtenida a partir del cruzamiento

entre una linea resistente (Imri, Imr1, Imr2, Imr2) y una linea susceptible (imr1, imr1, imr2, imr2):

Tabla 1. Clases y proporciones genotipicas y fenotipicas en las poblaciones F2 derivadas del
cruzamiento entre lineas parentales resistente y susceptible a imidazolinonas, respectivamente.
Adaptado de Bruniard y Miller (2001).

Genotipo (proporcion) Fenotipo (proporcidn)

Imrl, Imrl, Imr2, Imr2 (1)
Imrl, Imrl, Imr2, imr2 (2)
Imrl, imrl, Imr2, Imr2 (2)
Imrl, imrl, Imr2, imr2 (4) Intermedio  (9)
Imrl, Imrl, imr2, imr2 (1)
Imrl, imrl, imr2, imr2 (2)
imrl, imrl, Imr2, Imr2 (1)
imrl, imrl, Imr2, imr2 (2) Susceptible (4)
imrl, imrl, imr2, imr2 (1)

Resistente  (3)
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El maximo nivel de resistencia se observa Unicamente cuando Imrl se encuentra en
estado homocigota y cuando esté presente al menos un alelo Imr2. Estudios posteriores de
Kolkman et al. (2004) permitieron identificar, clonar y secuenciar tres genes paralogos de la
subunidad catalitica de AHAS (AHAS1, AHAS2 Y AHAS3) a partir de biotipos de girasol
resistentes y susceptibles a imazetapir y demostraron que el gen Imrl se corresponde con
una mutacion en el codén 205 (numeracién correspondiente a la secuencia de aminoacidos
de A. thaliana) en el gen de AHAS1 que provoca la sustitucion de alanina (GCG) por valina
(GTG). El residuo Ala205 hace contacto hidrofébico con el herbicida, el cual se une al canal
de acceso al sustrato y bloguea la entrada al sitio activo del sustrato de la enzima (Pang et
al., 2003). La mutacién Ala205Val de AHAS1 cosegrega con la resistencia a IMI en girasol y

confiere niveles de resistencia moderada a IMI (Bruniard y Miller, 2001; Kolkman et al., 2004).

En la actualidad se desconoce el mecanismo de resistencia que esta relacionado con
el segundo locus Imr2. Estudios de Al-Khatib et al. (1998) sefialaron que los niveles de
absorcién y translocacion de imazetapir marcado con #C es similar entre biotipos resistentes
y susceptibles de girasol, resultados consistentes con informes previos que muestran que
dichos procesos no son responsables de la resistencia a inhibidores de AHAS en malezas
(Saari et al., 1990). Se postula que Imr2 podria corresponderse con determinantes génicos

adicionales involucrados en el metabolismo del herbicida.

Investigaciones realizadas durante las Ultimas décadas han revelado que las plantas
superiores presentan un sistema amplio y versatil de enzimas que metabolizan herbicidas y
otros xenobidticos a productos no-fitotoxicos (Kreuz et al., 1996). Este sistema les confiere
una resistencia que se clasifica como no relacionada al sitio de accién especifico del
xenobidtico (mecanismos NTSR, non-target site resistance). A diferencia de la resistencia
relacionada al sitio de accidn (mecanismos TSR, target site resistance) de herencia
monogénica, que involucra mutaciones puntuales en los genes que codifican para las enzimas
blanco y cuyos mecanismos moleculares son relativamente simples de estudiar, los
mecanismos NTSR son en general de herencia poligénica y pueden incluir procesos de
oxidacién, reduccién, hidrélisis y conjugacién, entre otras (Yuan et al.,, 2007). La via de
metabolismo depende de la naturaleza quimica del xenobidtico, del organismo y de las
condiciones ambientales y generalmente ocasiona resistencia cruzada a multiples herbicidas

(Van Eerd et al., 2003) con lo cual su estudio constituye un verdadero desafio.

Millones de toneladas de herbicidas se aplican anualmente en el mundo. Sin embargo
se estima que menos del 5 % de estos productos alcanzan sus enzimas blanco mientras que

el resto se deposita en suelo y se mueve hacia la atmosfera y el agua (Van Eerd et al., 2003).
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Una comprension exhaustiva de los mecanismos de metabolismo de pesticidas en plantas es
necesario para el desarrollo de nuevos herbicidas, para su uso eficiente y seguro, asi como

para desarrollar estrategias de biorremediacion de suelos y aguas contaminadas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS GENERAL

Existen genes asociados a la presencia del locus Imr2 que estan involucrados en la
eficiencia de metabolismo y detoxificacion del herbicida imazetapir en la fuente de resistencia

Imisun de la especie girasol.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar mecanismos de resistencia al herbicida imazetapir en la fuente

de resistencia Imisun de la especie girasol.
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CAPITULO 1

ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE CITOCROMOS P450 SOBRE LA

RESISTENCIA A IMIDAZOLINONAS EN GIRASOL



Capitulo 1 - Introduccion

INTRODUCCION

Los mecanismos de resistencia a herbicida pueden clasificarse en dos grandes grupos:
i) con modificacion en el sitio de accidn (TSR, target-site resistance) y ii) sin modificacién en
el sitio de acciéon (NTSR, non-target-site resistance). En el primer caso, el herbicida alcanza
su sitio de accion en una dosis letal pero el organismo en cuestion sobrevive. Estos
mecanismos pueden estar dados por mutaciones en el gen que codifica para la proteina
blanco del herbicida o por una sobreexpresion de la misma (amplificacién génica o cambio en
el promotor del gen) (Devine y Shukla, 2000; Powlesy Yu, 2010). El segundo grupo involucra
mecanismos que minimizan la cantidad de herbicida activo que alcanza el sitio de accion,
como pueden ser modificaciones en la absorcion, transporte y metabolismo del herbicida (De
Prado y Franco, 2004; Powles y Yu, 2010).

En la mayoria de los casos reportados, la resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS
se debe a mutaciones puntuales en el gen ahas que resulta en una enzima menos sensible
(Tranel y Wright, 2002). Se han informado méas de 100 combinaciones Unicas de malezas y
mutaciones en el gen ahas que confieren resistencia (Heap, 2017). Otra forma mediante la
cual las plantas sortean la inhibicién de AHAS es un aumento en el metabolismo que detoxifica
rapidamente el herbicida y este proceso es el que generalmente permite a los cultivos ser
resistentes a estos inhibidores. Comparado con los mecanismos TSR, la resistencia
metabdlica a inhibidores de AHAS ha sido reportada para muy pocas especies que incluyen
Lolium rigidum, Alopecurus myosuroides, Bromus rigidum, Avena fatua, Echinochloa
phyllopogon y Sinapis arvensis (Yu y Powles, 2014b). Los niveles de resistencia mediada por
metabolismo del herbicida generalmente son bajos, en el rango de 10X de supervivencia
comparado con el genotipo susceptible, mientras que los niveles de resistencia TSR a
inhibidores AHAS son generalmente de 100X o mas (Tranel y Wright, 2002; Yu y Powles,
2014b; Guo et al., 2015).

La detoxificacion que provoca la neutralizacién del herbicida es en efecto el aspecto
mas estudiado de los mecanismos NTSR (Délye, 2012; Duhoux et al., 2015). En la actualidad
se han caracterizado las principales familias de enzimas metabolizadoras de herbicidas para
varias especies aunque hasta el momento sélo algunos genes fueron identificados (Kreuz et
al., 1996; Van Eerd et al., 2003; Yuan et al., 2007; Délye, 2012).

Las plantas superiores estan equipadas de un sistema amplio y versatil de enzimas

que las protegen de la accion fitotdxica de los herbicidas y otros xenobidticos (Van Eerd et al.,
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2003; Sandermann, 2004; Kvesitadze et al., 2006). El proceso de detoxificacion llevado a cabo
por las plantas consta generalmente de un esquema de cuatro fases (Figura 1.1). En la
primera fase o Fase | las moléculas del xenobiotico son activadas a través de procesos de
oxidacion, reduccion o hidrdlisis para generar un compuesto mas soluble y menos téxico. La
reaccion mas comun de esta primera fase es una oxidacién y generalmente es llevada a cabo
por enzimas citocromos P450 monooxigenasas (Werck-Reichhart et al., 2000; Yun et al.,
2001).

P450s GSTs ABC
R-H+ 0O, > R-OH + GSH > R-GS > R-GS
NADPH NADP ATP  ADP ‘L
DEGRADACION

Figura 1.1. Fases del metabolismo de xenobiéticos en plantas superiores. Se indican las principales
familias de enzimas asociadas a la detoxificacion de herbicidas y las etapas en las que participan.

La segunda etapa puede involucrar la conjugacion de un azucar al herbicida mediante enzimas del tipo
glicosiltransferasas. P450s: citocromo P450 monooxigenasas; GSH: glutatiéon; GSTs: glutation S-
transferasas; ABC: transportadores ABC. Adaptados de Yuan et al. (2007) y Délye (2012).

Los citocromos P450 monooxigenasas (P450s) son hemoproteinas presentes en
animales, plantas, bacterias y hongos, codificadas por una superfamilia de genes designados
CYP. La simbologia CYP se completa con un nimero para las distintas familias (més de 40

% de identidad en la secuencia de aminoacidos), una letra para las subfamilias (mas de 55 %
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de identidad) y finalmente un nimero para el gen en cuestion (ejemplo CYP4U2) (Feyereisen,
1999; Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000).

En plantas superiores, los P450s conforman una de las superfamilias de proteinas
enzimaticas mas grande y probablemente la mayoria de las especies vegetales codifiquen
varios centenares de estas enzimas: al menos 246 genes de P450s fueron identificados en el
genoma de A. thaliana (Kreuz et al., 1996; Werck-Reichhart et al., 2000; Didierjean et al.,
2002). Se cree que esta gran evolucién de la familia de P450s ocurrié via duplicacién y
conversion génica, como resultado de la necesidad de plantas sésiles de adaptarse a
ambientes hostiles y de protegerse de patdégenos y predadores (Coleman et al., 1997).

Los mecanismos de regulacion y expresién de P450s no han sido caracterizados en
profundidad debido a la baja concentracion celular de estas proteinas. En condiciones
normales se presentan constitutivamente en el organismo y su expresion se ve incrementada

frente al a la exposicion a estrés fisioldgico o quimico (Van Eerd et al., 2003).

No hay una distribucion especifica de los P450s ya que como sus funciones son tan
diversas pueden desarrollarse en todo tipo de tejidos y etapas del desarrollo del organismo.
Sus funciones biolégicas incluyen desde la sintesis de macromoléculas estructurales como
lignina, cutina 6 suberina hasta la sintesis y el catabolismo de todo tipo de hormonas, la
sintesis de pigmentos y de compuestos de defensa y el metabolismo de xenobioticos (Werck-
Reichhart et al., 2000). También son los encargados de producir un gran numero de
metabolitos secundarios incluyendo reguladores de crecimiento, isoprenoides y alcaloides
(Van Eerd et al., 2003).

Los P450s catalizan reacciones extremadamente diversas sobre una gran variedad de
sustratos pero en general estas se basan en una monooxigenacion, con la formacion de una

molécula de agua y un producto oxigenado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

R-H + O + NADPH + H* > R-OH + H,O + NADP*

De esta manera se clasifican como monooxigenasas dependientes de nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADPH) (Saari et al., 1994) y pueden dividirse en cuatro clases
dependiendo de como llegan los electrones del NADPH al sitio catalitico. Los de clase |
requieren tanto una reductasa que contiene flavina adenina dinucledtido (FAD) y una redoxina
hierro-azufre. Los de clase Il requieren Unicamente una reductasa que contiene FAD y flavina

mononucleétido (FMN). Los de clase Ill son enzimas que no requieren una fuente dadora de
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electrones mientras que los de clase IV reciben electrones directamente del NADPH (Werck-
Reichhart et al., 2000). La mayoria de los P450s caracterizados corresponden a la clase Il
Los electrones del NADPH son transferidos uno a uno al P450 via flavoproteinas FAD y FMN
que actuan como reductasas. Tanto los P450s como sus reductasas estan unidas via extremo

N-terminal a la superficie del reticulo endoplasmético.

Los P450s tienen masas moleculares que van de 45 a 62 kDa y en general tienen una
identidad aminoacidica menor al 20 %. Sin embargo, existe una alta conservacion de su
topografia general, su estructura tridimensional y algunos residuos linderos al grupo hemo: el
motivo Phe-x-x-Gly-x-Arg-x-Cys-x-Gly cerca del extremo C-terminal es la secuencia mas
conservada entre los P450s y contiene la cisteina que sirve como ligando para el ion hierro;
el motivo Ala/Gly-Gly-x-Asp-/Glu-Thr-Thr/Ser localizado 150 residuos arriba del C-terminal
corresponde a la zona de unidn del oxigeno en la hélice I. Estas secuencias conservadas y
su ubicacion se consideran particularidades especificas de los P450s (Werck-Reichhart et al.,
2000; Van Eerd et al., 2003) (Figura 1.2).

La participacion de citocromos P450 en el metabolismo de las principales clases de
herbicidas y la resistencia mediada por esta via fue demostrada en numerosos trabajos para
otras especies vegetales en su mayoria especies maleza (Didierjean et al., 2002; Siminszky,
2006). Dichos eventos involucran hidroxilacién, O- dealquilacion, N- dealquilaciéon y/o de-
esterificacion de la molécula del inhibidor (Saari et al., 1994). Segun la clase de P450, estos
pueden poseer selectividad para sus sustratos 6 pueden presentar redundancia y derivar en
una resistencia a mdultiples clases de herbicidas quimicamente no relacionadas entre si
(Robineau et al., 1998).

Los mecanismos por los cuales las plantas adquieren metabolismos incrementados
mediados por P450s que provocan un aumento en la resistencia a herbicidas no estan aun
determinados pero podrian involucrar una regulaciéon alterada de una via de respuesta al
estrés en la cual uno 6 mas P450s son inducidos. Asi sucede para los insectos donde una
sobreexpresion constitutiva de P450s es el Gnico mecanismo de resistencia a insecticidas
hasta ahora descripto (Feyereisen, 1999). Otras posibles causas de metabolismos
incrementados mediados por P450s podrian ser mutaciones puntuales y/o duplicacion de
genes P450s, como se observé en humanos para P450s metabolizadores de importantes
drogas clinicas (Lundqvist et al., 1999). A su vez, un analisis de la organizacién genémica de
A. thaliana y de arroz revela que una gran proporcion de las isoformas de P450s proviene de

eventos de duplicacion génica (Siminszky, 2006).
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(a) estructura coil

NADPH dominio de unién al grupo hemo
+H*

NADP+

hélice |

sustrato bisagra de prolinas

(b) familia subfamilia | isoforma

St

>40% identidaj/ \<40% identidad

misma familia otra familia
>55% identidad)/ \>55% identidad
misma subfamilia otra subfamilia

Figura 1.2. Estructura y nomenclatura de P450s de plantas superiores. (a) P450s y reductasa de P450s
ancladas al reticulo endoplasmaético (ER) via extremo N-terminal. Los dominios altamente conservados

en la mayoria de los P450s se muestran en negro. Adaptado de Werck-Reichhart et al. (2000).

Una forma de evaluar la participacion de P450s en la detoxificacion de herbicidas es
identificar y cuantificar los residuos derivados del metabolismo del xenobiético en cuestion
formados in vivo: productos aril- o alquil-hidroxilados, y N-, S- u O-dealquilados y sus
conjugados glucosidicos. Por ejemplo, se llevaron a cabo estudios en sorgo resistente a
inhibidores de AHAS con herbicidas marcados con “C y el andlisis de sus residuos derivados
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permitié determinar que el metabolismo es un mecanismo que podria explicar la resistencia
(Abit y Al-Khatib, 2013). Otra forma de estudiar la contribucion de P450s es su expresion
heter6loga. La detoxificacion de inhibidores de AHAS mediada por P450s ha sido
ampliamente estudiada en A. thaliana mediante la expresion heteréloga de genes de origen
animal o bien mediante transformacién con genes caracterizados previamente en otras
especies vegetales (Werck-Reichhart et al., 2000; Didierjean et al., 2002; Inui y Ohkawa,
2005). Algunos genes de P450s han sido utilizados para generar cultivos resistentes a
herbicidas, entre ellos la sobreexpresion del gen de levadura CYP51A1 en tabaco provocé
resistencia a herbicidas de la familia de los triazoles (Graseum et al., 1995). Est4 demostrado
que un unico gen de P450 en plantas transgénicas puede conferir resistencia a mas de 13
herbicidas diferentes (Schuler y Werck-Reichhart, 2003; Hirose et al., 2005). La mayor parte
de los estudios en especies cultivadas se han llevado a cabo en monocotiledéneas mientras
que la informacion disponible en especies dicotiledéneas es escasa (Siminszky, 2006; Minton
et al., 2008; Powles y Yu, 2010; Riechers et al., 2010). Un gen citocromo P450 de arroz,
CYP81AG6, fue clonado y mostré resistencia a sulfonilureas (Pan et al., 2006) y en el género
Helianthus existen algunos antecedentes: en Helianthus tuberosus se ha identificado una
isoforma de P450 (gen CYP76B1) con la que se ha transformado tabaco y A. thaliana logrando
incrementar la capacidad de metabolizar sulfonilureas (Robineau et al., 1998; Didierjean et al.,
2002) mientras que en girasol cultivado se ha identificado una linea con resistencia natural a
multiples herbicidas mediada por isoformas de P450s revertidas por malation (Kaspar et al.,
2011). Por otro lado, se ha patentado una fuente alternativa de resistencia a imidazolinonas
mediada por citocromo P450s obtenida a partir de un programa de mutagénesis y seleccion
(Ledn, et al., 2012). Sin embargo, clonar genes de P450s presenta importantes limitaciones
debido a que los recursos genéticos de muchas de estas especies de interés son limitados y
la familia de citocromos P450 contiene cientos de miles de genes potencialmente relacionados
a la resistencia (Délye, 2012). ElI genoma del algodén Gossypium raimondii contiene 347
genes de P450s anotados y cualquier base de datos de proteinas P450 vegetales y animales

puede tener alrededor de 11 mil anotaciones (Thyssen et al., 2014).

De esta manera, la aproximacién mas eficiente para evaluar la participacién de P450s
en la resistencia a herbicidas puede obtenerse in vivo utilizando inductores (etanol,
fenobarbital, aminopirina, acido clofibrico, etc) o inhibidores de P450s (Werck-Reichhart et al.,
2000). Los principales inhibidores utilizados para caracterizar la resistencia mediada por
P450s in vivo son compuestos quimicos como el 1-aminobenzotriazol (ABT) y el piperonil
butéxido (PBO), reguladores de crecimiento como tetcyclasis e insecticidas organofosforados

como malation y terbufos (Preston et al., 1996; Fischer et al., 2000; Werck-Reichhart et al.,
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2000; Letouzé y Gasquez, 2003; Beckie et al., 2012; Pan et al., 2012). Estos compuestos son
selectivos para determinadas isoformas de P450s con lo cual permiten diferenciar el sub-
grupo particular de esta gran familia de enzimas monooxigenasas involucrada en la

resistencia.

Ademés de sus funciones generales y conservadas en todas las especies, la mayoria
de P450s estan involucrados en el metabolismo secundario que difiere de planta a planta al
igual que el numero y la especificidad de sus sustratos. Esta es la razon principal de su
selectividad a herbicidas quimicamente no relacionadas entre si (Werck-Reichhart et al., 2000)
y de su potencialidad como herramientas versétiles para la remediacion de suelos y aguas
contaminados (Siminszky, 2006). Una caracterizacion profunda de la identidad y la regulacién
de genes de P450s posibilitaria la modificacion del cultivo en estudio y el incremento de su
resistencia a herbicidas (Van Eerd et al., 2003).

El locus Imrl de la fuente de resistencia Imisun se corresponde con la modificacién en
el sitio de accion del herbicida en la enzima AHAS. La mutacion implicada no confiere
resistencia completa a imidazolinonas y la presencia de Imr2, cuya identidad es aun
desconocida, es necesaria para alcanzar el maximo nivel de resistencia en este modelo
genético. En el presente capitulo se abordara el estudio de patrones de inhibicion de
citocromos P450 para elucidar la participacion de isoformas involucradas en el metabolismo

de imazetapir en el cultivo girasol.
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HIPOTESIS ESPECIFICA

En la fuente de resistencia Imisun existe un mecanismo de detoxificacion del
herbicida imazetapir mediado por isoformas de P450s particularmente inhibidas por: a)

piperonil butéxido (PBO) y b) 1-aminobenzotriazol (ABT).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Evaluar el efecto del inhibidor de citocromos P450 piperonil butoxido (PBO) sobre la
resistencia al herbicida imazetapir en plantas completas de girasol.

2- Evaluar el efecto del inhibidor de citocromos P450 1-aminobenzotriazol (ABT) sobre la
resistencia al herbicida imazetapir en plantas completas de girasol.
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MATERIALES Y METODOS

EVALUACION DE LA RESPUESTA A LOS INHIBIDORES PIPERONIL BUTOXIDO (PBO) v 1-

AMINOBENZOTRIAZOL (ABT)

MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron dos lineas endocriadas desarrolladas por el USDA-ARS (United States
Department of Agriculture - Agricultural Research Service) Estados Unidos, cedidas
gentilmente por los Drs. Jerry Miller y José Maria Bruniard. Estas lineas difieren entre si a
nivel del primer y segundo locus que determinan la resistencia a imidazolinonas para la fuente
de Kansas. En la Tabla 1.1 se detallan genotipo y fenotipo de estos materiales utilizando la

nomenclatura de Bruniard y Miller (2001):

Tabla 1.1. Lineas endocriadas casi isogénicas (NILs, near isogenic lines) HA 425 y HA 89. Se indica el
genotipo para la resistencia a imidazolinonas y el fenotipo observado a campo segun lo descripto por
Bruniard y Miller (2001). La resistencia de la linea HA 425 proviene de la fuente de Kansas ANN-PUR
desde un cruzamiento HA 89*3 / ANN-PUR (Al-Khatib et al., 1998; Miller y Al-Khatib, 2002).

Material vegetal Genotipo Fenotipo
HA 425 ‘ Imrlimrlimr2Imr2 Resistente
HA 89 ‘ imrlimrlimr2imr2 Susceptible

HERBICIDA

Como inhibidor de AHAS se utilizé el herbicida de la familia de las imidazolinonas
imazetapir cuyo ingrediente activo es el &cido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-

2-il nicotinico).
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INHIBIDORES DE P450s

Los inhibidores de citocromos P450 utilizados fueron piperonil butéxido (PBO) y 1-
aminobenzotriazol (ABT). Se realizaron ensayos en plantas completas para el ajuste de sus
concentraciones y se selecciond la mayor concentracion que no causé efectos fitotoxicos
sobre la planta: PBO 50 uM y ABT 70 pM (Gil, 2011).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Se obtuvieron plantas de los dos genotipos por germinacion de las cipcelas en
multimacetas utilizando perlita como soporte inerte. Los riegos se realizaron por capilaridad y
se incub6 en condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo (25 + 2 °C y 16/8 hs
luz/oscuridad). Las plantas crecieron hasta el estadio V2 (dos hojas verdaderas) cumplidos

15 dias de incubacion.

TRATAMIENTOS

Se realizaron dos ensayos independientes para distintas concentraciones de herbicida
para el inhibidor PBO:

Ensayo 1.

i) control

i) imazetapir 1, 10 y 100 uM

iif) PBO 50 uM

iv) PBO 50 uM + imazetapir 1, 10 y 100 uM

Ensayo 2:

i) control

i) imazetapir 3,3, 6,6 y 20 pM

iil) PBO 50 uM

iv) PBO 50 pM + imazetapir 3,3, 6,6 y 20 uM
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Para el inhibidor ABT los tratamientos fueron:

i) control

i) imazetapir 3,3, 6,6 y 20 uM

i) ABT 70 uM

iv) ABT 70 uM + imazetapir 3,3, 6,6 y 20 uM

La solucién control de riego consistié en una formulacién nutritiva sobre la base salina
MS (Murashige y Skoog, 1962) al 25 %. Para formular las soluciones del resto de los

tratamientos se agregd herbicida y/o inhibidor segun corresponda.

SECUENCIA DE RIEGOS

Dias 0 a 6: solucién control MS para todos los tratamientos.

Dia 7: solucién control MS para tratamientos i y ii; solucion de inhibidor para tratamientos iii y
iv.

Dias 8 a 15: riegos con las soluciones detalladas para cada tratamiento de ensayos 1y 2.
Para todos aquellos tratamientos que contenian inhibidor (iii y iv) el riego del dia siete con
solucién de inhibidor se realiz6 para propiciar la absorcion del mismo sin interferencia de

herbicida.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados con tres
repeticiones para cada combinacién de genotipo y tratamiento. La unidad experimental

consistio en diez plantas. Las variables a evaluar sobre plantas de 15 dias fueron:

e area total foliar total (AFT)

¢ longitud de raiz principal (LP)

¢ longitud de la raiz lateral mas larga (LL)
e longitud de hipocdtilo (LH)

¢ indice de coloracién de las hojas (hue)

Las plantas fueron disectadas en parte aérea (hojas e hipocotilos) y radical y se

generaron imagenes digitales utilizando un escéner de mesa a una resolucion de 300 dpi.

23



Capitulo 1 — Materiales y métodos

Estas imagenes fueron procesadas mediante los programas Tomato Analyzer (Rodriguez et
al., 2010) para efectuar las mediciones de las variables AFT, LH y hue (Figura 1.3 a) e Image
J en el caso de las variables LP y LL (Figura 1.3 b).

El indice de coloracion de las hojas hue corresponde a un pardmetro de nivel de
clorosis cuantificado mediante el analisis Tomato Analyzer Color Test (TACT) de la
herramienta bioinformatica Tomato Analyzer ®. Un indice de coloracion de las hojas hue de
90° corresponde al color amarillo mientras que 180° representa el color verde azulado.

-

mage Process Anahze Pugns Window Hep
O£ 44N AR O 2 GmImig s & »

681, Aot 39,37

Figura 1.3. Imagenes procesadas y medicién de las variables: (a) AFT, LH y hue mediante el programa
Tomato Analyzer; (b) LP y LL con el programa Image J. AFT, area foliar total; hue, indice de coloracion
de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; LP, longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas

larga.
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El nimero total de plantas escaneadas para cada uno de los tres ensayos fue de 480
plantas.

Los datos se expresaron como promedio de las diez plantas. Para cada ensayo se
efectuaron pruebas de normalidad y homogeneidad de variancia y se realizaron andlisis de la

variancia (ANOVA) por genotipo. El modelo de ANOVA es el siguiente:

Viij= U+ Px +Ti +y + (1Y) + Exij

donde:

Ykij - valor observado para la variable Y en la i-€sima concentracion de herbicida imazetapir,
en la j-ésima concentracion de inhibidor de P450s, en la k-ésima repeticion

U: media general

P: efecto de k-ésimo bloque

Ti: efecto de la i-ésima concentracion de herbicida imazetapir

Yj: efecto de la j-ésima concentracion de inhibidor de P450s

(Ty)jj: interaccion entre el herbicida imazetapir y el inhibidor de P450s

Ekij: error experimental

variando:
ki1 —r
i:1-a
j:1-Db

Se consideraron efectos fijos de herbicida e inhibidor de citocromo P450s y la tabla de
ANOVA es la siguiente:
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Fuente de variacion g.l. C.M. E (C.M.)

Bloque (r-1)

Herbicida IMI a-1) CMa o2 + rbsTi% / (a-1)
Inhibidor de P450s (b-1) CMs o2+ razyj’ / (b-1)

IMI * inhibidor de P450s | (a—1)(b—1) CM2 o2+ rZZ(T’Y)Zij /(a-1)(b-1)
Error (r-1)(ab-1) CM; o?

Total (rab) - 1

En todos los casos el cuadrado medio error (CM;) fue utilizado como denominador en
las pruebas de F de significacion de los cuadrados medios.

El efecto de los inhibidores de P450s se evalud a través de contrastes ortogonales
para cada concentracion de herbicida en ambos genotipos. Como herramienta informética de

analisis se utilizo el programa estadistico R (R Development Core Team, 2010).

Por otra parte se calcul6 un indice que determina el porcentaje de reduccion en los
valores de las variables de crecimiento estudiadas que puede ser atribuido al inhibidor de

P450s (Beckie et al., 2012; Breccia et al., 2017). El mismo se calcula con la siguiente ecuacion:

IMI_— (IMI + inhibidor)
IMI

INDICE = 100

donde:
IMI: valor que toma la variable para el tratamiento con herbicida.

IMI + inhibidor: valor que toma la variable para el tratamiento con herbicida e inhibidor.
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RESULTADOS

EVALUACION DE LA RESPUESTA AL INHIBIDOR PIPERONIL BUTOXIDO (PBO)

Ensayo 1: concentraciones de imazetapir 1, 10 y 100 uM

Los andlisis de variancia de los datos obtenidos detectaron efecto significativo del
tratamiento con imazetapir (p < 0,05) en ambos genotipos para todas las variables excepto
para la variable LP. No se encontr6 efecto significativo del inhibidor PBO para las variables
LL, AFT, hue y LP. No se observoé interaccion significativa entre el efecto del inhibidor PBO y
del imazetapir para ninguna de las variables en ambos genotipos (p > 0,05) (Tablas 1.2, 1.3,

y Tablas a.1 - a.10 de la seccion Anexo).

La linea susceptible HA 89 se vio altamente afectada luego de la aplicacién del
herbicida imazetapir. El aspecto de las mismas una vez cumplidos los 15 dias de incubacién

se muestra en la Figura 1.4.

Figura 1.4. Plantulas de 15 dias del genotipo susceptible HA 89 bajo tratamiento (a) control e (b) IMI
10 uM. Las plantas bajo tratamiento IMI 10 pM mostraron una marcada disminucion en el crecimiento

de tejidos foliar y radicular y altos indices de clorosis y necrosis respecto del control.
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Tabla 1.2. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 425 de genotipo resistente (R)
considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos
(PBO*IMI). Los valores de la variable area foliar total (AFT) fueron transformados con la funcion raiz
cuadrada (sqrt). hue, indice de coloracion de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; LP, longitud de raiz

principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo R hue LH AFT LP LL
PBO ‘ ns ns ns ns ns
IMI p<le?  p<0001 p<le’ ns p < 0,05
PBO*IMI ‘ ns ns ns ns ns

ns: no significativo (p > 0,05)

Tabla 1.3. Analisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 89 de genotipo resistente (S) considerando
efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (PBO*IMI).
hue, indice de coloracion de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; AFT, area foliar total; LP, longitud de

raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo S hue LH AFT LP LL
PBO ‘ ns p <0,05 ns ns ns
IMI ‘ p<le® p<0001 p<le® ns p < 0,001
PBO*IMI ‘ ns ns ns ns ns

ns: no significativo (p > 0,05)

En las Figuras 1.5 y 1.6 se muestran las gréaficas estimadas que representan los
valores promedio de las variables AFT, LHy hue y LP y LL, respectivamente en funcién de la

concentracion de herbicida.
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Figura 1.5. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y PBO sobre las variables evaluadas en
las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). AFT, area foliar total; LH, longitud de hipocétilo; hue, indice de

coloracion de las hojas. Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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Figura 1.6. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y PBO sobre las variables evaluadas en

las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). LP, longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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En la Tabla 1.4 se muestran los valores medios para todas las variables evaluadas en
la linea HA 425 resistente a imazetapir y sus correspondientes errores estandar. También se
muestran los valores de probabilidad (p-value) del andlisis de contrastes ortogonales y el valor
del indice de reduccion para cada concentracion de herbicida.

Tabla 1.4. Efecto del inhibidor de P450s (PBO) sobre las variables AFT, area foliar total (cm?2); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral méas larga (cm) en la linea HA 425 resistente a imazetapir.

. Imazetapir + :
Variable ‘ Imazetapir ~ 'mazetapir PBO p-value® Indice de rebduccién

‘ (M) medias + error estandar (%)

1 19,84 + 1,30 14,69 + 0,36 0,0145 25,94
AFT 10 7,97 + 1,06 8,50 + 1,69 ns -
100 2,34 +0,20 2,94 + 0,43 ns -
1 10,57 + 0,32 10,62 + 0,14 ns -
LH 10 8,60 + 0,84 9,82 + 0,55 ns -
100 8,46 + 0,27 8,63 0,72 ns -
1 122,23+0,60  122,77+0,82 ns -
hue 10 116,51 + 1,39 116,10+ 1,35 ns -
100 110,12+1,18 113,90+ 0,95 ns -
1 8,62 +0,71 8,36 £ 0,79 ns --
LP 10 10,13 + 0,58 9,57 + 1,65 ns -
100 8,26 + 0,66 8,75 + 1,40 ns -
1 5,68 + 0,71 5,28 + 0,52 ns -
LL 10 4,92 +0,54 4,78+ 0,58 ns -
100 4,40 + 0,64 3,74 0,51 ns -

@ valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).

b indice que determina el porcentaje de reduccién en los valores de la variable que puede ser atribuido
al inhibidor de P450s.
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El valor del indice para los tratamientos 1 pMy 1 uM + PBO de la variable AFT en el
genotipo R result6 ser 25,94 %, lo que indica que el PBO es responsable de una disminucién

en los valores de AFT de aproximadamente un 26 %.

Los valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales para la linea HA 89
susceptible a imazetapir resultaron no significativos para todas las variables (Tabla a.11 de la
seccion Anexo).
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EVALUACION DE LA RESPUESTA AL INHIBIDOR PIPERONIL BUTOXIDO (PBO)

Ensayo 2: concentraciones de imazetapir 3,3, 6,6 y 20 uM

Los andlisis de variancia (ANOVA) detectaron efecto significativo del tratamiento con
imazetapir (p < 0,05) en ambos genotipos para todas las variables. No se encontré efecto

significativo para el inhibidor PBO en las variables LL, AFT, hue y LP.

En el caso de la variable LL para el genotipo resistente se observd una interaccion
significativa entre el efecto del inhibidor PBO y del imazetapir (p < 0,05) (Tablas 1.5, 1.6 y
Tablas a.12 - a.21 de la seccion Anexo).

La linea susceptible HA 89 fue altamente afectada por el tratamiento con el herbicida.

Tabla 1.5. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 425 de genotipo resistente (R)
considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos
(PBO*IMI). hue, indice de coloracion de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; AFT, area foliar total; LP,

longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo R hue LH AFT LP LL

PBO ‘ ns ns ns ns ns

IMI ‘ p<le?® p<0001 p<le® p<0,001 p<0,001
PBO*IMI ‘ ns ns ns ns p <0,05

ns: no significativo (p > 0,05)
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Tabla 1.6. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 89 de genotipo susceptible (S)

considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos

(PBO*IMI). La variable area foliar total (AFT) fue transformada mediante la funcién logaritmo natural

(log). hue, indice de coloracion de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; LP, longitud de raiz principal;

LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo S hue LH AFT LP LL
PBO ‘ ns p <0,05 ns ns ns
IMI ‘ p<1le?® p<1le® p<lel® p<0,05 p<le*
PBO*IMI ‘ ns ns ns ns ns

ns: no significativo (p > 0,05)

En las Figuras 1.7 y 1.8 se muestran las graficas estimadas que representan los

valores promedio de las variables AFT, LH y hue y LP y LL respectivamente, en funcion de la

concentracion de herbicida.
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Figura 1.7. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y PBO sobre las variables evaluadas en
las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). AFT, area foliar total; LH, longitud de hipocétilo; hue, indice de

coloracion de las hojas. Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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Figura 1.8. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y PBO sobre las variables evaluadas en

las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). LP, longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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En la Tabla 1.7 se muestran los valores medios para todas las variables evaluadas en
la linea HA 425 resistente a imazetapir y sus correspondientes errores estandar. También se
muestran los valores de probabilidad (p-value) del andlisis de contrastes ortogonales y el valor
del indice de reduccion para cada concentracion de herbicida.

Tabla 1.7. Efecto del inhibidor de P450s (PBO) sobre las variables AFT, &rea foliar total (cm?); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral méas larga (cm) en la linea HA 425 resistente a imazetapir.

. Imazetapir + ;
Variabje | 'Mazetapir  Imazetapir PBO ovaluer  Indice de reduccién

‘ (LM) medias + error estandar (%)
3,3 13,74 + 3,28 12,37 +1,09 ns -
AFT 6.6 7,70 + 0,57 7,02 £ 0,14 ns -
20 4,80 + 0,43 4,54 + 0,92 ns -
3,3 9,81+ 0,80 9,48 + 0,58 ns -
LH 6,6 10,43 + 0,76 10,54 + 0,66 ns -
20 11 +0,90 10,94 + 0,78 ns -
3,3 116,75+ 0,59 119,20 + 1,45 ns -
hue 6,6 117,37 £ 0,95 118,23+ 1,33 ns --
20 116,93+0,84 11592 +0,70 ns -
3,3 7,80 + 1,24 7,42 +0,34 ns -
LP 6,6 6,84 + 0,59 5,96 + 0,44 ns -
20 7,16 £ 0,21 5,38 + 0,34 ns -

3,3 5,60 + 0,47 4,30 0,12 0,0051 23,14
LL 6,6 4,36 + 0,27 4,02+0,26 ns -
20 4,33+0,17 3,95 + 0,35 ns -

@ valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).

b indice que determina el porcentaje de reduccion en los valores de la variable que puede ser atribuido
al inhibidor de P450s.
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El valor del indice para la variable LL en el genotipo R con los tratamientos 3,3 UM y
3,3 UM + PBO es 23,14 %, lo que indica que el PBO es responsable de una disminucién en
los valores de LL de aproximadamente un 23 %.

Estos resultados sugieren que en la fuente de resistencia Imisun existiria un
mecanismo de detoxificacion mediado por isoformas de P450s particularmente inhibidas por
PBO.

Los valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales para la linea HA 89
susceptible a imazetapir resultaron no significativos para todas las variables (Tabla a.22 de la
seccion Anexo).
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EVALUACION DE LA RESPUESTA AL INHIBIDOR 1-AMINOBENZOTRIAZOL (ABT)

Los analisis de la variancia (ANOVA) mostraron efecto significativo del tratamiento con
herbicida para todas las variables en ambos genotipos (p < 0,05). En el genotipo resistente
(R) se encontré un efecto significativo de ABT para las variables LP y LL. La interaccién entre
el efecto del inhibidor ABT y el herbicida resulté no significativa en todos los casos (Tablas

1.8, 1.9 y Tablas a.23 - a.32 de la seccion Anexo).

En las Figuras 1.9 y 1.10 se muestran las gréficas estimadas que representan los
valores promedio de las variables AFT, LHy hue y LP y LL respectivamente, en funcion de la
concentracion de herbicida.

Tabla 1.8. Analisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 425 de genotipo resistente (R)
considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos
(ABT*IMI). hue, indice de coloracién de las hojas; LH, longitud de hipocotilo; AFT, &rea foliar total; LP,

longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo R hue LH AFT LP LL
ABT s ns ns p<003 p<003
IMI ‘ p<1le® p<ile* p<1le’ p <0,04 p<1le®
ABT*IMI ‘ ns ns ns ns ns

ns: no significativo (p > 0,05)

Tabla 1.9. Analisis de la variancia (ANOVA) para la linea HA 89 de genotipo resistente (S) considerando
efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (ABT*IMI). hue,
indice de coloracion de las hojas; LH, longitud de hipocétilo; AFT, area foliar total; LP, longitud de raiz

principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Genotipo S hue LH AFT LP LL
ABT ‘ ns ns ns ns ns
IMI ‘ p<lelf p<le?® p<le® p<0,005 p<0,05
ABT*IMI ‘ ns ns ns ns ns

ns: no significativo (p > 0,05)
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Figura 1.9. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y ABT sobre las variables evaluadas en las
lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). AFT, area foliar total; LH, longitud de hipocétilo; hue, indice de coloracién

de las hojas. Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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Figura 1.10. Efecto del tratamiento combinado de imazetapir y ABT sobre las variables evaluadas en

las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S). LP, longitud de raiz principal; LL, longitud de raiz lateral mas larga.

Las barras verticales representan los errores estandar de los promedios.
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En la Tabla 1.10 se muestran los valores medios para todas las variables evaluadas
en la linea HA 425 resistente a imazetapir y sus correspondientes errores estandar. También
se muestran los valores de probabilidad (p-value) del andlisis de contrastes ortogonales y el
valor del indice de reduccion para cada concentracion de herbicida.

Tabla 1.10. Efecto del inhibidor de P450s (ABT) sobre las variables AFT, &rea foliar total (cm?); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral mas larga (cm) en la linea HA 425 resistente a imazetapir.

. Imazetapir + ;
Variabje | 'Mazetapir  Imazetapir ABT ovaluer  Indice de reduccién
‘ (LM) medias + error estandar (%)
3,3 7,52 +1,81 6,78 + 0,93 ns -
AFT 6,6 5,02 + 1,28 4,42 £ 0,55 ns -
20 4,04 +0,94 3,03 +1,09 ns -
3,3 11,47 + 0,92 11,87 +1,32 ns -
LH 6,6 11,52 + 0,52 11,54 + 0,77 ns -
20 11,13+ 0,76 9,97 + 0,37 ns -
3,3 120,77+3,18 120,68 + 3,32 ns -
hue 6,6 117,59 + 1,11 118,92 + 2,02 ns --
20 116,86 +1,74 118,78 +2,64 ns -
3,3 8,58 + 0,22 7,47 £ 0,64 ns -
LP 6,6 7,82 0,84 7,25 + 1,03 ns -
20 7,84 +1,28 6,79 + 1,12 0,0239 13,35
3,3 4,75 + 0,26 4,67 0,19 ns -
LL 6,6 4,55 + 0,26 4,06 + 0,25 0,0346 10,61
20 4,58 + 0,34 4,30 + 0,47 ns -

@ valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).

b indice que determina el porcentaje de reduccién en los valores de la variable que puede ser atribuido
al inhibidor de P450s.
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El valor de indice de reduccién atribuido a la presencia del ABT en el genotipo R para
la variable LP en el tratamiento 20 uM fue de 13,35 %. Para la variable LL en el tratamiento
6,6 UM el valor fue de 10,61 %.

Estos resultados sugieren que en la fuente de resistencia Imisun existiria un
mecanismo de detoxificacion mediado por isoformas de P450s particularmente inhibidas por
ABT.

Los valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales para la linea HA 89
susceptible a imazetapir resultaron no significativos para todas las variables (Tabla a.33 de la

seccion Anexo).
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DiscusION

Los estudios con plantas completas son una aproximacion in vivo que permite
demostrar la participacion de los citocromos P450s en el metabolismo de herbicidas. El
estudio de los mecanismos de resistencia no relacionados al sitio de accion (NTSR) mediante
observaciones de los efectos combinados del herbicida de interés y otras moléculas
(inhibidores o activadores de herbicidas, enzimas metabolizadoras, inhibidores de enzimas de
detoxificacion, entre otros) es la Unica aproximacion disponible para identificar casos de
resistencia debidos a mecanismos nuevos, desconocidos y complejos que no pueden ser
evaluados con ensayos bioquimicos o moleculares rutinarios. Por otra parte, cabe destacar
gue los ensayos en plantas enteras como los realizados en el presente trabajo poseen amplias
ventajas: i) reflejan los niveles de fitotoxicidad reales del herbicida por lo que se pueden
analizar los efectos de los mecanismos de resistencia relacionados al sitio de accion ii)
permiten estudiar los mecanismos de resistencia secundarios e identificar enzimas con
selectividad a multiples herbicidas capaces de combatir malezas de dificil control (Letouzé y
Gasquez, 2003; Beckie et al., 2012; Yang et al., 2016).

La participacibn de P450s en los mecanismos NTSR fue demostrada mediante
estudios de inhibicién in vivo utilizando los inhibidores PBO y ABT para otros cultivos como
arroz, trigo, maiz y soja (Kwon y Penner, 1995; Hinz et al., 1997; Singh et al., 1998; Deng y
Hatzios, 2003) y en malezas como E. phyllopogon, L. rigidum, A. myosuroides y S. arvensis
L. (Burnet et al., 1993; Menendez y de Prado, 1996; Fischer et al., 2000; Veldhuis et al., 2000).
Se han realizado pocos estudios en el género Helianthus con este tipo de aproximacion
metodoldgica; entre ellos se puede mencionar la identificacion de una linea de girasol
cultivado con resistencia natural a multiples herbicidas mediada por isoformas de P450s

revertidas por malation (Kaspar et al., 2011).

Los estudios de herencia llevados a cabo por Bruniard y Miller (2001) utilizando como
material vegetal la fuente de resistencia Imisun a partir del cruzamiento HA 425/HA 89
postularon la presencia de un locus modificador (Imr2) como condicion para que la resistencia
agronomica sea completa. En el presente trabajo se evaluaron estos materiales y los
resultados obtenidos constituyen la primera aproximacion para validar la hipotesis de que en
la fuente de resistencia descubierta en Kansas existiria un mecanismo de detoxificacion
mediado por isoformas de P450s particularmente inhibidas por piperonil butoxido (PBO) y 1-

aminobenzotriazol (ABT).
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La linea HA 425 mostré una reduccion significativa en las variables LL y LP como
resultado del tratamiento combinado de los inhibidores PBO y ABT Yy el herbicida imazetapir.
La variable &rea foliar total (AFT) se vio afectada Unicamente por el tratamiento combinado
PBO-IMI. Las isoformas de P450s involucradas tendrian un comportamiento tejido-especifico:
aquellas isoformas particularmente inhibidas por PBO se expresarian tanto en raiz como en
tejido foliar (indices de reduccion de las variables LL y AFT de 23 %y 26 %, respectivamente)
mientras que aquellas inhibidas por ABT se expresarian en raiz (indices de reduccion de las
variables LL y LP de 11 % y 13 %, respectivamente). Esto concuerda con el hecho de que las
isoformas de P450s poseen diferente especificidad por los distintos inhibidores y distintas
isozimas se expresan en distintos tejidos (Siminszky, 2006). Asi fue descripto para una linea
de girasol cuya resistencia a multiples herbicidas pudo ser revertida por malatiéon y donde la
fitotoxicidad sélo se vio incrementada Unicamente en tejido foliar y no en tejido radicular
(Kaspar et al., 2011).

Tanto el inhibidor PBO como el ABT provocaron una reduccion en los valores de las
variables radiculares LL y LP. Esto es consistente con lo descripto por Vega et al. (2009) y
Breccia et al. (2011) quienes encontraron que la susceptibilidad a imidazolinonas en plantulas
germinadas en presencia de herbicida se manifiesta principalmente a través de la reduccion
del crecimiento del sistema radicular y que estos caracteres son parametros Utiles para la
seleccién de genotipos de girasol que difieren en sus niveles de resistencia a IMI. Estudios
previos del presente grupo de trabajo utilizando el herbicida imazapir y los inhibidores ABT y
PBO sobre la fuente de resistencia de Kansas también demostraron una reducciéon en los
valores de LL, LP y AFT siendo indices de reduccién estimados superiores a los encontrados
para imazetapir (29 % a 37 %) (Breccia et al., 2017). Estas diferencias de magnitud podrian
deberse a un metabolismo diferencial de los dos tipos de herbicida. Las imidazolinonas
poseen una estructura general comun y cada una de ellas presenta una estructura de anillo
particular: el imazapir contiene un anillo piridina mientras que el imazetapir contiene un anillo
piridina sustituido por un residuo alquilo. Se demostré que debido a este sustituyente alquilo
en el anillo piridina, la degradacion de imazetapir en plantas se lleva a cabo principalmente
por la oxidacion del alquilo seguido de la conjugacién de glucosa. En cambio el metabolismo
de imazapir se desencadena por el cierre del anillo carboxilo y el atomo de nitrégeno del anillo
piridino. Estas diferencias hacen que el imazetapir sea altamente selectivo y efectivo en el
control de malezas a bajas dosis y que por otra parte se necesiten dosis superiores de

imazapir para ejercer este mismo control (Lee, et al., 1991).
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Los avances en andlisis de imagenes aportan mejoras a los bioensayos tal como
mejoras en la rapidez, precision y calidad del fenotipado, haciendo posible la evaluacion de
sintomas de plantas enfermas (R4P Network, 2016). Mientras que el caracter color de hoja
es usualmente evaluado mediante escalas visuales que no poseen una rigurosidad
cuantitativa, el analisis digital de imagenes puede considerarse una herramienta confiable
para un fenotipado preciso. En general la evaluacion de la clorosis se lleva a cabo utilizando
escalas visuales cualitativas altamente dependientes del operador, mientras que el analisis
con el programa Tomato Analyzer provee una cuantificacion objetiva de los niveles y de la
uniformidad del color (Ochogavia et al. 2014). Una reduccion en los valores del indice de
coloracion de las hojas hue en funcién del incremento de las concentraciones de herbicida se
asocia a la presencia de sintomas foliares tales como clorosis y necrosis. La aparicion de
estos sintomas fue observada tanto para el genotipo resistente como para el susceptible,
aungue el dafio en este Ultimo fue significativamente mayor a menores concentraciones de
imazetapir. Se demostrd que el indice de coloracién de las hojas hue es un parametro muy
atil para discriminar genotipos resistentes de susceptibles en etapas tempranas del
tratamiento con herbicida. Ambos programas utilizados en este trabajo, Image J y Tomato
Analyzer, proveen evaluaciones objetivas de caracteres morfolégicos y de variacion de color

de 6rganos vegetales.

Los estudios de herencia de la fuente de resistencia de Kansas postularon la presencia
de un locus modificador Imr2 (Bruniard y Miller, 2001). EI aumento de la fitotoxicidad del
herbicida luego del tratamiento con inhibidores de P450s en la linea resistente HA 425 y el
hecho de que los inhibidores no mostraron efecto sobre ninguna de las variables para el
genotipo susceptible sugieren que un mecanismo de detoxificacion mediado por P450s
estaria asociado al locus Imr2. El metabolismo de herbicidas es generalmente un mecanismo
de resistencia que también se encuentra en los genotipos susceptibles en menor magnitud
y/o se desencadena mas tarde. Tal es el caso de los estudios en sorgo de metabolitos
derivados del herbicida inhibidor de AHAS rimsulfuron que mostraron que el metabolismo es
mas rapido en el genotipo resistente, lo que podria explicar la rapida recuperacion de las
plantas de sorgo de los dafios ocasionados por el herbicida observados en el campo (Abit y
Al-Khatib, 2013).

La herencia de la resistencia basada en el metabolismo de herbicida mediado por
P450s fue caracterizada para varias especies en funcion de su origen monogénico o
poligénico. Para el caso de L. rigidum fueron demostrados ambos tipos de herencia: algunas

poblaciones poseen genes Unicos de P450s cada uno responsable de la resistencia a un
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grupo de herbicidas (Preston, 2003) y otras que presentan resistencia conferida por un modelo
de dos genes aditivos como se demostré para los herbicidas no relacionados clorsulfurén,
inhibidor de AHAS vy diclofop-metil (Busi et al., 2010; Han et al., 2014). Por su parte, para la
especie A. myosuroides se identificaron poblaciones con resistencia al herbicida fenoxaprop-
P-etil mediada por un unico P450 y revertida por malation (Letouzé y Gasquez, 2001) asi
como también se encontraron poblaciones con multiples genes aditivos (Petit et al., 2010).

A partir del descubrimiento en 1998 en Kansas de la fuente de resistencia Imisun se
destinaron esfuerzos y recursos para el desarrollo de hibridos resistentes a imidazolinonas.
Cabe destacar que esta es la primera fuente de resistencia a herbicidas que se utilizé en los
planes de mejoramiento del cultivo de girasol.

En el afio 2002 se liberaron las primeras lineas publicas americanas de girasol
resistente a imidazolinonas desarrolladas por el Departamento de Agricultura de los EEUU
(USDA-ARS, United States Department of Agriculture-Agricultural Research Service) y en el
afo 2003 se comercializaron por primera vez en Argentina, Estados Unidos y Turquia hibridos
resistentes a imidazolinonas bajo el nombre de tecnologia Clearfield ® (Tan et al., 2005). La
incorporacién de este caracter represent6 el mayor avance para el control de malezas y
consecuentemente para el incremento de la produccion (Zollinger, 2004) ya que se estima
que la competencia de malezas causa pérdidas de un 20 % a 70 % en el rendimiento de este
cultivo (Blamey y Zollinger, 1997). Sin embargo la naturaleza digénica de la herencia de la
resistencia Imisun constituyé una dificultad para el proceso de conversion de lineas
progenitoras de hibridos por retrocruza, abriendo paso a nuevas fuentes de resistencia
generadas por mutagénesis y que confieren mayor insensibilidad de la enzima AHAS a las
imidazolinonas sin requerir la presencia de un mecanismo NTSR en el fondo genético de las
lineas progenitoras de hibridos. Este es el caso del alelo de resistencia Ala 122 lanzado al
mercado en el afio 2010 como tecnologia Clearfield Plus ® (Sala et al., 2008a; Sala et al.,
2008b; Bulos et al., 2013).

La fuente de resistencia Imisun es el primer ejemplo de un caracter comercial de
resistencia a herbicidas conferido por dos mecanismos independientes (Tan et al., 2005).
Cuando coexisten mecanismos TSR y NTSR se pueden obtener diferentes niveles de
resistencia entre genotipos con el mismo alelo ahas y esto se debe al efecto del fondo genético
(background) subyacente en el mecanismo NTSR. Es decir que la presencia de diferentes
genes modificadores puede dar lugar a variaciones en la resistencia observada a nivel
fenotipico. Las mayores respuestas diferenciales al tratamiento con IMI responden a la

presencia de genes Unicos o principales; sin embargo existen efectos cuantitativos adicionales
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atribuidos a genes modificadores (Snape et al., 1991; Bruniard, 2001). De hecho, ademas del
estudio de herencia de la resistencia en la fuente Imisun realizado a partir del cruzamiento HA
425/HA 89, se analizaron otras cinco poblaciones F2 de diversos origenes para confirmar el
modelo propuesto de herencia digénica de gen principal y gen modificador (Bruniard, 2001).
Para todos los casos se verificO la segregacion esperada 3:9:4 excepto para una Unica
poblacion en la cual se presume la segregacion de mas de dos loci y se postula la presencia
de més de un gen modificador en el background de las poblaciones de diversos origenes. La
modificacion puntual en el gen ahas no confiere el 100 % de la resistencia en los girasoles
Imisun razon por la cual el background debe completar la resistencia (Doley, 2001). Lo mismo
se observé para dos poblaciones de A. myosuroides resistentes via mecanismos NTSR a la
mayoria de los herbicidas mas efectivos para control en el cultivo de trigo (fenoxaprop,
clodinafop, pinoxaden, iodosulfuron+mesosulfuron y piroxsulam) y al herbicida para control de
malezas de hoja ancha quizalofop. El estudio de segregacién mostrdé que mdultiples fenotipos
resistentes eran provocados por multiples genes vinculados a mecanismos NTSR (Délye et
al., 2011). Mas aun, los mecanismos NTSR desarrollados por la acumulacién de diferentes
genes fue mas frecuente que la seleccion por genes simples (Petit et al., 2010) y la principal
causa de esta acumulacion de genes es el cruzamiento natural de la especie. Los mecanismos
NTSR evolucionarian mediante una acumulacion de diferentes mecanismos en una misma
planta e involucra protectores directos de la accion del herbicida, asi como reguladores de
dichos protectores (Délye, 2012).

Contrario a los mecanismos TSR que confieren resistencia especifica a aquellos
herbicidas relacionados a la proteina en cuestion, los mecanismos NTSR pueden conferir una
resistencia impredecible (Petit et al., 2010). Los mecanismos NTSR constituyen el
componente principal de la resistencia a determinados herbicidas en algunas poblaciones de
malezas como Avena fatua, A. myosuroides, Vulpia bromoides (Letouzé y Gasquez, 2003; Yu
et al., 2004, Beckie et al., 2012) y cultivos como arroz, trigo y maiz (Hinz et al., 1997; Singh et
al., 1998; Deng y Hatzios, 2003) mientras que para otras €s un mecanismo que complementa
a los mecanismos TSR (Fischer et al., 2000; Koeppe et al., 2000; Yang et al., 2016). El locus
Imr2 estaria relacionado a un mecanismo secundario que refuerza los niveles de resistencia
generados por la mutacion en el codén 205 en el gen Imrl y su aporte se ve reflejado en los
indices de reduccion encontrados para los ensayos de inhibicion de P450s en planta completa

en el presente trabajo.

Actualmente se desconoce si la resistencia mediada por P450s se debe a un cambio

en la especificidad por el sustrato por parte de las monooxigenasas (mutacion génica), a un
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cambio en la regulacién génica o a una duplicacion génica (Schuler y Werck-Reichhart, 2003).
Asi, el metabolismo incrementado podria estar relacionado a una sobreexpresion de ciertos
genes P450s como fue observado para Echinochloa phyllopogon (lwakami et al., 2014).
Considerando el enorme numero y diversidad de genes de P450s en las diferentes especies
de plantas, estas enzimas se convierten en una potencial fuente para la ingenieria de la
resistencia a pesticidas mediante transformacién y para su uso en bioseguridad utilizando,
por ejemplo, bacterias del suelo. Otras aplicaciones incluyen marcadores positivos para la

transformacion de plantas y biorremediacion de suelos y aguas (Werck-Reichhart et al., 2000).
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CONCLUSIONES

e Los ensayos realizados con plantas completas sugieren que en la fuente de resistencia
Imisun existiria un mecanismo de detoxificacibon mediado por isoformas de P450s

particularmente inhibidas por piperonil butéxido (PBO) y 1-aminobenzotriazol (ABT).

e Las isoformas de P450s involucradas en los mecanismos de resistencia no
relacionados al sitio de accion (NTSR) estudiados tendrian un comportamiento tejido-
especifico: aquellas isoformas particularmente inhibidas por PBO se expresan tanto en raiz
como en tejido foliar mientras que aquellas inhibidas por ABT se expresan en raiz.

e Los indices de reduccion estimados de las variables longitud de raiz lateral mas larga
(LL) y é&rea foliar total (AFT) para el inhibidor PBO fueron de 23 % y 26 % respectivamente
mientras que para el inhibidor ABT los indices de reduccion de las variables LL y LP fueron
de 11 %y 13 % respectivamente. Esto sugiere que las isoformas de P450s estudiadas poseen
diferente especificidad por los distintos inhibidores.

e El aumento de la fitotoxicidad del herbicida luego del tratamiento con inhibidores de
P450s unicamente para la linea resistente HA 425 y la ausencia de efecto de dichos
inhibidores sobre el genotipo susceptible sugieren que un mecanismo de detoxificacion
mediado por P450s estaria asociado al locus Imr2.
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Capitulo 2 - Introduccidn

INTRODUCCION

La incorporacion de la resistencia a imidazolinonas en el girasol representa el mayor
avance para el control de malezas y consecuentemente para el incremento de la produccion
de este cultivo. A partir de la caracterizacién genética de la fuente de resistencia descubierta
en Kansas se sabe que la mutacion del sitio de union a herbicidas de la enzima AHAS (Imrl)
no es el tnico determinante genético que explica la resistencia y que existe un segundo locus
(Imr2) que contribuye a la misma (Bruniard y Miller, 2001; Kolkman et al., 2004). Si bien se ha
realizado la caracterizacion bioquimica y molecular del locus Imrl (Vega et al., 2009; Vega et
al., 2012; Breccia et al., 2013) hasta el momento no se habian destinado esfuerzos para
elucidar cual es el rol de Imr2 aunque se postula que estaria vinculado a la detoxificacién del

herbicida.

En el Capitulo 1 se llevaron a cabo andlisis de inhibicién in vivo de citocromo P450s
para determinar los niveles de fitotoxicidad en planta entera y evaluar la participacion de estas
enzimas en la resistencia a IMI en girasol. Estos ensayos resultaron en una primera
aproximacion a la identidad del locus Imr2. Sin embargo, es importante destacar que la
participacién de P450s en el metabolismo de las IMI no significa necesariamente que estas

sean las Unicas proteinas involucradas en la resistencia.

A pesar de que pueden existir mecanismos NTSR de control monogénico (Mithila et
al., 2012) es probable que la mayoria sean de control poligénico (Busi et al., 2010; Petit et al.,
2010) y que parte de los efectores de esta resistencia sean de expresion constitutiva y parte
sean inducidos, inclusive pudiendo variar segun el herbicida utilizado y el genotipo de la
planta. Los mecanismos NTSR constitutivos se asocian a metabolismos secundarios basales
con mayores niveles de expresion en plantas resistentes, mientras que los mecanismos
inducidos estan involucrados en la respuesta de la planta al estrés causado por la aplicacion
del herbicida que desencadena vias de respuesta. Como consecuencia, los mecanismos
NTSR no se componen solo de enzimas metabolizadoras de herbicida sino también de
reguladores (Yuan et al., 2007; Cummins et al., 2009; Délye, 2012; Délye et al., 2013) .

El dafio que ocasiona el herbicida sobre la planta comienza de tres a ocho horas luego
de la aplicacién del xenobidtico. Para ser eficientes y proporcionar altos niveles de resistencia,
los mecanismos NTSR deben desencadenarse antes de que el dafio sea irreversible y debe
persistir por un periodo suficiente para permitirle a las planta resistente recuperarse del
contacto con el herbicida. Son parte de la respuesta a estrés de la planta e involucran

procesos dindmicos que se desarrollan en el tiempo (Délye, 2012).
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Los mecanismos NTSR pueden involucrar una disminucion en la absorcion del
herbicida, disminucion en la eficiencia de translocacién y/o aumento en el metabolismo y
detoxificacion del xenobiotico (Délye, 2012). Una reduccion en la penetracion del herbicida
fue reportado en girasol resistente a inhibidores de AHAS (White et al., 2002). Sin embargo,
debido a que las formulaciones comerciales estan disefiadas para optimizar la absorcion del
herbicida, este mecanismo generalmente no confiere altos niveles de resistencia. Por otra
parte, la reduccién en la translocacion ha sido ampliamente estudiada y es el principal
mecanismo de resistencia a herbicidas como el glifosato y el paraquat (Preston et al., 1996;
Powles y Yu, 2010). Finalmente, existe evidencia bioquimica sustancial que prueba la
participaciéon en mecanismos NTSR de enzimas que degradan herbicidas, aunque sélo

algunos genes fueron identificados hasta el momento (Yuan et al., 2007).

Para responder a cambios constantes del medio ambiente las plantas han desarrollado
un sistema sofisticado de detoxificacion de quimicos téxicos. En general, el proceso de
detoxificacién consta de un esquema de cuatro fases (Figura 2.1). En la primera fase o Fase
| las moléculas del xenobidtico son activadas de manera de que ciertos grupos funcionales
sean expuestos a las enzimas de la Fase Il. Las propiedades del compuesto original se
transforman a través de oxidacién, reduccion o hidrdlisis para generar un compuesto mas
soluble y menos téxico. La reaccion mas comdn de esta primera fase es una oxidacion y
generalmente es llevada a cabo por citocromos P450 monooxigenasas (P450s) (Werck-
Reichhart et al., 2000; Yun et al., 2001). La participacién de P450s en la resistencia al herbicida
clorotoluron en A. myosuroides fue identificada mediante aplicacion exdgena de inhibidores
de P450s y analizando los metabolitos acumulados luego del tratamiento con el herbicida
(Kemp et al., 1990). Por otra parte, uno de los primeros genes de P450s identificados fue
clonado de H. tuberosus y se determiné su vinculacién con el metabolismo de una variedad

de xenobidticos y herbicidas de la familia de las fenilureas (Robineau et al., 1998).

La Fase Il usualmente implica la conjugacién de una molécula hidrofilica (por ejemplo
glutation 6 un azlcar) al xenobiético activado, preparandolo para su reconocimiento por los
transportadores de la Fase Ill. Estos conjugados poseen poca 0 ninguna toxicidad y pueden
ser almacenados en las organelas. Generalmente las enzimas involucradas en esta fase son
glutation S-transferasas (GSTs) y glicosiltransferasas (GTs). Las GSTs son enzimas
multifuncionales que catalizan la conjugacién de glutatién a varios sustratos hidrofobicos y
electrofilicos para generar un producto polar. La resistencia mediada por GSTs tiene como
blanco a multiples herbicidas y en algunos casos esta resistencia se debe a un incremento en

la expresion de dichos genes mientras que en otros resulta de un aumento en la actividad de

53



Capitulo 2 - Introduccidn
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Figura 2.1. Variedad de enzimas involucradas en la degradacion de herbicidas. En nimeros romanos

se indican las etapas del proceso al que corresponde la familia enzimética. Adaptado de Délye (2012).

las enzimas GSTs. Varias GSTs fueron purificadas y caracterizadas en soja, trigo, maiz y
otros cultivos (Cummins et al., 1997; Andrews et al., 2005; Edwards y Dixon, 2005). Un
ejemplo es un gen de GST de arroz, clonado y expresado con éxito en Escherichia coli y cuyo
producto tiene actividad sobre herbicidas de la familia de las cloroacetanilidas (Cho y Kong,
2005).

La Fase lll se basa en el transporte de la molécula conjugada hacia la vacuola o hacia

el espacio extracelular por transportadores activos, generalmente del tipo ABC. Los
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transportadores ABC (ABCs) estan anclados a membranas y poseen uno o dos sitios de union
a adenosina trifosfato (ATP) para transporte activo. En plantas superiores, los ABCs poseen
gran variedad de funciones como excrecion de compuestos toxicos, secuestro de metabolitos
secundarios, translocacion de &cidos grasos, entre otras. Son una de las familias de genes
més diversas en plantas superiores y su diversidad de sustratos es una importante
caracteristica en relacion a la resistencia a herbicidas. Se demostr6é que pueden transportar
quimicos conjugados con glutation (Martinoia et al., 1993) y conjugados glucosidicos
derivados del herbicida primisulfuron (Gaillard et al., 1994). Ademas se demostré que varios
ABCs en A. thaliana y otras especies transportan diferentes herbicidas y metabolitos
derivados (Liu et al., 2001; Schulz y Kolukisaoglu, 2006).

Finalmente, la Fase IV incluye la degradacion del conjugado en la vacuola o en el
espacio extracelular (Bartholomew et al., 2002; Klein et al., 2006) y la proteccion contra los
dafos colaterales del herbicida como lo son la liberacion de especies reactivas del oxigeno.
Por ejemplo, en algunas plantas resistentes los mecanismos NTSR involucran el aumento en
la expresion de peroxidasas que protegen a las células del dafio oxidativo (Duhoux et al.,
2015).

Los mecanismos NTSR son el principal tipo de resistencia a glifosato y a herbicidas
gue inhiben las enzimas acetil-CoA carboxilasa (ACCase) y AHAS en malezas (Yu et al.,
2009). Existe gran evidencia de que el aumento coordinado de la expresion de las cuatro
familias de genes GSTs, GTs, ABCs y P450s puede conferir resistencia por metabolizacion
de herbicidas en malezas y cultivos (Schaffner et al., 2002; Van Eerd et al., 2003; Manabe et
al., 2007; Yuan et al., 2007). Mas aun, una accion conjunta entre mecanismos NTSR y TSR
promoverian la supervivencia de ejemplares de la maleza Conyza canadensi bajo tratamiento
con el herbicida glifosato (Dinelli et al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado que genes de
respuesta a estrés abiotico estan implicados en la resistencia a imidazolinonas en A. thaliana:
una expresion basal superior de todos estos genes colaboraria con el proceso de resistencia

a IMl y le garantizaria a la planta sobrevivir a la aplicacion del herbicida (Manabe et al., 2007).

Los genes involucrados en mecanismos NTSR pueden ser identificados, sintetizados
quimicamente y expresados en otros cultivos para beneficiarse de su impacto en dichas
plantas transgénicas. Los genes sintéticos también pueden expresarse en Phichia pastoris o
Escherichia coli para producir la proteina correspondiente y realizar estudios bioquimicos
(Malik, 2016).
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Kolkman et al. (2004) postul6 que el locus Imr2, también denominado enhancer,
presente en la linea de girasol HA 425 estudiada en el presente trabajo podria estar
relacionado con mecanismos NTSR.

El girasol es una planta anual originaria de América que pertenece a la familia
Compositae, una de las mas grandes y ecolégicamente méas diversas entre las familias de
plantas con flores. Posee un genoma diploide (2n=34) y su caracterizacion gendmica ha sido
lenta, en parte debido a que los miembros de la familia Compositae tienen genomas grandes
y complejos. El genoma del girasol contiene entre 3,5 y 3,6 billones de bases, 15 % mas
grande que el genoma humano y comprende un 78 % de secuencias repetitivas siendo uno
de los genomas de plantas con mayor porcentaje de estas secuencias, principalmente
elementos transponibles (Cavallini et al., 2010; Gill et al., 2014).

Hasta el afio 2016 no habia sido secuenciado un genoma completo de girasol lo que
dificultd la aplicacion de aproximaciones moleculares para el mejoramiento del cultivo asi
como se encontraban limitados los estudios evolutivos en esta especie (Rieseberg, 2016).
Finalmente, en la conferencia Days Exchanges on Sunflower llevada a cabo en junio de 2016
en Toulouse, Francia se presentdé a la comunidad cientifica la secuencia completa de un
genoma de referencia de girasol y este logro es parte del proyecto SUNRISE? en colaboracion
con el Consorcio Internacional del Genoma de Girasol’. El proyecto SUNRISE, fundado por la
Agencia Nacional de Investigaciones de Francia (Agence Nationale de la Recherche, ANR),
trabaja por la adaptacion del cultivo de girasol a los cambios climaticos actuales desarrollando
nuevas variedades con mejores niveles de tolerancia a sequia. Agrupa a 16 colaboradores
publicos y privados entre los que se encuentra el Laboratoire des Interactions Plantes Micro-
organisms, LIPM (INRA/CNRS) de Toulouse, Francia. La secuencia completa del genoma de

girasol ha sido publicada online en mayo de 2017 (Badouin et al. 2017).

El genoma de referencia secuenciado corresponde a la linea de girasol XRQ
desarrollada por el INRA, Francia. Este logro combind, entre otras, técnicas de secuenciacion
WGS (whole-genome shotgun) mediante plataformas lllumina y 454 con la generacién de

mapas fisicos y genéticos de alta densidad e informacién de transcriptoma y secuencia para

a http://www.sunrise-project.fr

b Consorcio liderado por la University of British Columbia en Canada y por I'lnstitut National de la Recherche

Agronomique (INRA) en Francia .
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diversos microarreglos de genotipos salvajes y cultivados. Sin embargo, el gran salto lo facilitd
la utilizacion de la plataforma de secuenciacion de Gltima generacion PacBio RS 114, la cual
permite obtener reads 100 veces mas largos que los de secuenciadores previos facilitando el
correcto ensamblado de secuencias (Rieseberg, 2016; SUNRISE, 2017).

La obtencién de un genoma de referencia es un hito en el mejoramiento del cultivo de
girasol que permitira un avance extraordinario en los programas de mejoramiento para la
generacion de nuevas variedades, permitiendo nuevas adaptaciones a métodos actuales de
produccion y acoplandose a las necesidades de produccion de alimentos y usos multiples en

la industria.

Cabe destacar que se han realizado pocos estudios que examinen la expresién génica
diferencial en respuesta a tratamientos de herbicida en girasol. A su vez, en lo que respecta
particularmente a herbicidas inhibidores de AHAS, los estudios a nivel de transcriptoma estan
restringidos a la especie modelo A. thaliana o a Brassica napus (Manabe et al., 2007; Das et
al., 2010). Los transcriptos expresados diferencialmente en presencia o ausencia del herbicida
en diferentes tejidos de distintos genotipos de girasol brindarian informacion acerca de los
mecanismos celulares que se inducen bajo estas condiciones. Esto contribuiria a una mayor
comprension no s6lo del modo de accién del herbicida sino también de los posibles

mecanismos de resistencia implicados y de los efectos secundarios que éstos inducen.

Teniendo en cuenta que la aproximacion a la identidad del locus modificador Imr2
resulta compleja ya que podria estar vinculado a mecanismos NTSR, las tecnologias para el
estudio global del transcriptoma y de la expresion diferencial juegan un papel sustancial en su
caracterizacion. Estas técnicas permiten la identificacion a gran escala de genes clave y el
andlisis de mecanismos moleculares relacionados al desarrollo y a respuestas biolégicas
multigénicas, e incluyen métodos basados en hibridizacién o en analisis de secuencias. Los
primeros involucran la incubacion de ADNc marcado fluorescentemente con microarreglos
comerciales o disefiados de acuerdo a preferencias personales. Son relativamente
econdémicos pero poseen varias limitaciones: su aplicaciéon se limita a organismos cuyo
genoma esta completamente secuenciado o que poseen grandes colecciones de secuencias
de transcriptos disponibles, conocidas y anotadas, poseen altos niveles de interferencia en el
andlisis debido a la hibiridizacion cruzada y un rango limitado de niveles de deteccién debido
a la saturacion de sefial. Ademas, los métodos de normalizacion para comparar resultados de
diferentes experimentos son muy complejos (Vuylsteke et al., 2007; Li et al.,, 2015). En
contraste los métodos basados en analisis de secuencia determinan directamente la

secuencia del ADNc. Entre ellos, el método SAGE (secuenciacion Sanger de ADNc o librerias
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de ESTs), CAGE (cap analysis of gene expression) y MPSS (massively parallel signature
sequencing) son metodologias que pueden proveer niveles precisos de expresion génica
aunque son técnicas muy caras y una porcion significativa de las lecturas no pueden ser
mapeadas especificamente a la referencia y las isoformas no pueden distinguirse (Wang et
al., 2009). Otra técnica basada en secuencia atractiva para el analisis de perfiles
transcriptomicos es la metodologia polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADNCc
amplificados (cDNA-AFLP, cDNA amplified fragment length polymorphism).

La técnica cDNA-AFLP permite el descubrimiento de genes sobre la base de la
deteccion de fragmentos y analisis cuantitativos de la expresion génica. Permite el estudio de
genes altamente homélogos o miembros de familias génicas debido a que no hay riesgo de
hibridacion cruzada como en los chips de microarreglos (Vuylsteke et al., 2007). Esta técnica
permite aproximarse al conocimiento de la regulacién genética de caracteres mediante la
correlacion entre la expresion del caracter en el organismo en estudio y un perfil de corte de
restriccion del ADNc del mismo (Stdlting et al., 2009). Posee ventajas colectivas, entre ellas:
alta reproducibilidad y sensibilidad, capacidad del estudio global del transcritpoma, robustez
y una de sus cualidades mas importantes es que no requiere informacion previa de secuencia
del genoma con lo cual es una herramienta especialmente util para trabajar con organismos
no modelo (Stolting et al., 2009; Xiao et al., 2009).

La metodologia cDNA-AFLP involucra la extraccion del ARN (&cido ribonucleico), la
retrotranscripcion y la digestién del ADNc con una combinacién de dos enzimas de restriccion.
Posteriormente se realizan amplificaciones selectivas con oligonucleétidos portadores de
bases selectivas para reducir el pool de ADNc total amplificado. Los fragmentos de restriccion
se separan en geles de agarosa o poliacrilamida y los andlisis presencia-ausencia y de
diferencias de intensidades entre las bandas permiten identificar potenciales genes
relacionados al caracter (Vuylsteke et al., 2007; Stolting et al., 2009). Actualmente existen
variantes de la técnica cDNA-AFLP incluyendo el método one gene-one tag en el cual el
namero de fragmentos AFLP por transcripto se ve reducido (Vuylsteke et al., 2007) y la
sustitucion del revelado autoradiogréfico de los geles por tincion con nitrato de plata
(AgNO3)(Xiao et al., 2009).

Por otra parte, la herramienta basada en secuencia actualmente mas poderosa para
identificar genes regulados diferencialmente y brindar datos cualitativos y cuantitativos sin la
necesidad de informacion de secuencias gendmicas o transcriptomicas previas es la
secuenciacion global del ARN o RNA-Seq. Esta técnica se basa en la conversion de una

poblacion de ARN (total o poli-A*) inicial a una biblioteca de ADNc y la posterior amplificacion
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y secuenciacion de cada molécula mediante secuenciadores de udltima generacion. Se
obtienen lecturas cortas denominadas reads que tienen entre 30—400 pares de bases (pb)
dependiendo de la tecnologia utilizada y que alinean contra un genoma o transcriptoma de
referencia o se ensamblan de novo (Wang et al., 2009).

Las tecnologias de secuenciacion de Ultima generacién poseen muchas ventajas para
la caracterizacién global de la expresién génica. Entre ellas, la posibilidad de identificar
variaciones de secuencia en zonas transcriptas y la inexistencia de sefal de interferencia
debido a que las lecturas pueden ser mapeadas sin ambigiiedad a regiones Unicas de la
referencia. Por otra parte, la técnica RNA-Seq no posee un limite de deteccién ni cuantificacion
y sus resultados son altamente reproducibles (Wang et al., 2009). La posibilidad de obtencion
de lecturas de novo permite que esta técnica sea aplicada a especies no modelo debido a que
transcriptomas de referencia necesarios para la cuantificacion de la expresion génica se
pueden obtener inclusive aunque no haya informacién de secuencia previa (Pan et al., 2016).
RNA-Seq tiene el poder de distinguir entre genes paralogos, de detectar transcriptos poco
abundantes y de permitir una cuantificacion reproducible. Ademas, produce una cobertura
completa proveyendo informacion de secuencia, polimorfismos de secuencia y estructura
(Lister et al., 2009).

Entre todas las tecnologias de secuenciacion actualmente disponibles en el mercado,
la tecnologia lllumina provee miles de reads de alta calidad y ofrece una alta cobertura
especialmente (til para ensayos de RNA-Seq que requieren la deteccién y cuantificacion de

transcriptos poco abundantes (Lister et al., 2009; Gaines et al., 2014).

Existen varias estrategias de RNA-Seq. En cuanto al sentido de lectura de la hebra,
podemos distinguir la secuenciacién stranded (datos hebra-especificos que aportan
informacion acerca de la direccionalidad del transcripto) y no-stranded (estrategia clasica
donde se secuencia la doble hebra del ADNc y asi se pierde informacién sobre el origen del
transcripto). Por otro lado, en funcién del extremo de ARN gue se secuencia, la estrategia
pair-end consiste en secuenciar ambos extremos (5'y 3") del ARN y permite la evaluacién de
patrones de splicing de exones distales de un transcripto a diferencia de la estrategia single-
end (Lister et al., 2009).

El enorme numero de genes de P450s, GSTs, ABCs y demas familias detoxificadoras
en los genomas vegetales hace muy compleja su caracterizacién individual. Una posibilidad
para descifrar el complejo control genético de la respuesta a herbicidas y los mecanismos

NTSR es realizar una secuenciacion global del transcriptoma. Latecnologia RNA-Seq permite

59



Capitulo 2 - Introduccidn

detectar alteraciones en vias celulares y expresiones génicas, afiliaciones entre genes y sus
productos y permite aislar genes para aquellos caracteres cuya bioquimica es altamente
compleja (Malik, 2016). Se considera la herramienta mas promisoria para la identificaciones
de controles genéticos de caracteres complejos en plantas (Duhoux et al., 2015). Andlisis de
RNA-Seq fueron llevados a cabo para estudiar resistencia metabdlica al herbicida diclofop en
la maleza de interés mundial L. rigidum asi como para el estudio de resistencia a inhibidores
de AHAS en L. rigidum y A. myosuroides, encontrandose en todos los casos enzimas
involucradas de las familias P450s, GSTs y GTs (Gaines et al., 2014; Duhoux et al., 2015;
Gardin et al., 2015). Quince genes codificantes de enzimas de las familias antes nombradas,
asi como ABCs y esterasas, fueron identificados mediante la misma técnica y vinculados a la

resistencia a fenoxaprop-P-etill en Beckmannia syzigachne (Pan et al., 2016).

Varios factores hacen crucial el entendimiento del mecanismo de resistencia vinculado
al locus modificador Imr2. Por un lado, considerando la hipétesis de que esta relacionado a
mecanismos NTSR, este locus conferiria una resistencia cruzada a herbicidas con diferentes
modos de accion incluyendo aquellos aun no comercializados. Elucidar sus bases
moleculares permitiria evaluar las condiciones para la maxima eficiencia del herbicida en uso
y establecer estrategias integradas de manejo de malezas para el cultivo de girasol. A su vez,
permitiria desarrollar herramientas de deteccion y diagnostico de la resistencia en

cruzamientos de interés.

Poco se conoce sobre la resistencia metabdlica a nivel genémico y genético y pocos
genes relacionados a la detoxificaciéon de herbicidas fueron caracterizados (Yu y Powles,
2014a; Pan et al., 2016). La identificacion de genes involucrados en mecanismos NTSR es
fundamental para entender la evolucion de la resistencia y comprender procesos fisiol6gicos
similares Utiles para fitorremediacion. La identificacion de los genes involucrados en la
resistencia a IMI en girasol posibilitaria modificar su expresién en este cultivo aumentando los
niveles de resistencia asi como también permitiria introgresar mediante ingenieria genética

esta fuente de resistencia a otros cultivos de interés.
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HIPOTESIS ESPECIFICA

En la fuente de resistencia Imisun existen mecanismos no relacionados al sitio de
accion que contribuyen al metabolismo del herbicida imazetapir y que pueden ser
caracterizados a través de andlisis de perfiles de expresion de cDNA mediante: a) cDNA-
AFLP y b) RNA-Seq.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar el transcriptoma de dos genotipos de girasol resistente y susceptible a
imidazolinonas, respectivamente y su respuesta al tratamiento con imazetapir mediante la
técnica cDNA-AFLP.

1.1- Determinar la concentracion oOptima de herbicida imazetapir para el estudio del

transcriptoma.

1.2- Determinar los tiempos de colecta post tratamiento con herbicida adecuados para el

estudio del transcriptoma.

1.3- Evaluar los niveles de inhibicién de la actividad AHAS in vitro durante los tiempos de

colecta.

2- Analizar las diferencias en los niveles de expresion génica para el genotipo resistente en

respuesta al tratamiento con imazetapir mediante la técnica TruSeq Stranded RNA-Seq.
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MATERIALES Y METODOS

CARACTERIZACION DEL TRANSCRIPTOMA DE DOS GENOTIPOS DE GIRASOL RESISTENTE Y
SUSCEPTIBLE A IMIDAZOLINONAS, RESPECTIVAMENTE EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON

IMAZETAPIR MEDIANTE LA TECNICA CDNA-AFLP.

MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron las lineas endocriadas HA 425 (Imrlimrlimr2imr2) y HA 89
(imrlimrlimr2imr2) de genotipos resistente y susceptible, respectivamente, cuya descripcion
y origen se detall6 en el Capitulo 1.

HERBICIDA
Como inhibidor de AHAS se utilizé el herbicida de la familia de las imidazolinonas
imazetapir cuyo ingrediente activo es acido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il

nicotinico).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Se obtuvieron plantas de los dos genotipos por germinacion de las cipcelas en
multimacetas utilizando perlita como soporte inerte. El riego se realiz6 por capilaridad con una
solucion nutritiva formulada sobre la base salina de Murashige y Skoog (1962) al 25 %
(solucién nutritiva MS) y se incub6 en condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo
(25 £ 2°Cy 16/8 hs luz/oscuridad).
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE HERBICIDA IMAZETAPIR PARA EL

ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA

Se realizé un ensayo de planta entera para determinar la concentracion 6ptima de
herbicida para el andlisis del transcriptoma. La concentraciéon Optima también llamada
concentracion discriminante (R4P Network, 2016) es aquella en la cual todas las plantas
susceptibles mueren mientras que las resistentes al herbicida exhiben un 100 % de

supervivencia sin dafio visible luego de ocho dias de tratamiento.

Se obtuvieron plantas de los genotipos HA 425 y HA 89 mediante el protocolo descripto
en la seccion “Condiciones de crecimiento de las plantas” y los tratamientos con imazetapir

(IMI) realizados en plantulas de ocho dias fueron:

[) control (solucién nutritiva MS)
i) IMI 0,7 uM

1) IMI 1 puM

IV) IMI 1,8 uM

V) IMI 3,3 uM

V1) IMI 6,6 pM

N Total: 720 plantas

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados con tres
repeticiones. La unidad experimental consistié en diez plantas. Las variables evaluadas sobre

plantas en estadio V2 (dos hojas verdaderas) cumplidos 15 dias de crecimiento fueron:

e rea total foliar total (AFT)
e peso seco foliar (PSF)
e longitud foliar total (LFT)

¢ indice de coloracién de las hojas (hue)

Se generaron imagenes digitales de las plantas correspondientes a cada tratamiento
utilizando un escaner de mesa. Estas imagenes fueron analizadas mediante el programa
Tomato Analyzer® (Rodriguez et al., 2010) obteniéndose los datos de AFT, LFT y hue (Figura
2a). El indice de coloracién de las hojas hue corresponde a un indice de nivel de clorosis

cuantificado mediante el analisis Tomato Analyzer Color Test (TACT) de la herramienta
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bioinformatica Tomato Analyzer®. Las hojas escaneadas fueron almacenadas por siete dias
en estufa a 70 °C para cuantificar el PSF.

Los datos se expresaron como promedio de las diez plantas. Se efectuaron pruebas
de normalidad y homogeneidad de variancia y se realizaron andlisis de la variancia (ANOVA)

por genotipo. El modelo del ANOVA es el siguiente:

Yi= U+ Px +Ti + &

donde:

Yki . valor observado para la variable y en la i-ésima concentracion de herbicida imazetapir,
en la k-ésima repeticion

U: media general
P: efecto de k-ésimo bloque
Ti: efecto de la i-ésima concentracion de herbicida imazetapir

Eki: error experimental

variando:
ki1—r

i:r1—a

Se consideraron efectos fijos de herbicida y la tabla de ANOVA es la siguiente:
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Fuente de variacion g.l. C.M. E (C.M.)

Blogque (r=1)

Herbicida IMI (a-1) CM> o2 + rZ‘Ci2 / (a-1)
Error (r-D(@a-1) CM, o?

Total (ra) -1

El cuadrado medio error (CM,) fue utilizado como denominador en las pruebas de F

de significacion de los cuadrados medios.

Las comparaciones de medias se efectuaron a través de la prueba de Tukey (Sokal y

Rohlf, 1962). Como herramienta informatica de andlisis se utilizé el programa estadistico R (R

Development Core Team, 2010).
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DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE COLECTA POST TRATAMIENTO CON HERBICIDA ADECUADOS

PARA EL ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA

Para evaluar el crecimiento foliar en el tiempo (inhibicion del crecimiento por efectos
del herbicida) y determinar la duracion del tratamiento con herbicida para el posterior analisis
cDNA-AFLP, se obtuvieron plantas mediante el protocolo antes descripto en la seccién
“Condiciones de crecimiento de las plantas”. Los riegos con IMI 1 uM se realizaron sobre
plantulas de ocho dias (dos hojas verdaderas). Se evalué el crecimiento foliar en los siguientes
dias: 0 (antes del tratamiento con IMI), 1, 2, 3y 4 luego del tratamiento. El tratamiento continud
hasta el dia 10 como medida control del crecimiento. Las variables evaluadas fueron:

e 4rea total foliar total (AFT)
¢ longitud foliar total (LFT)

¢ indice de coloracién (hue)

El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados con tres
repeticiones. La unidad experimental consistié en diez plantas. El procesamiento de imagenes

y analisis de las variables se llevé a cabo como se indica en la seccién anterior.

Los datos se expresaron como promedio de las diez plantas. Se efectuaron pruebas
de normalidad y homogeneidad de variancia y se realizaron andlisis de la variancia (ANOVA)

por genotipo. El modelo del ANOVA es el siguiente:

Vi = U+ Prx +7Ti + &

donde:

Yki . valor observado para la variable y en la i-ésima concentracion de herbicida imazetapir,
en la k-ésima repeticion

U: media general
Px: efecto de k-ésimo bloque

Ti: efecto del i-ésimo tiempo de colecta
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Eki: error experimental

variando:
ki1—r

ir1-—a

Se consideraron efectos fijos de tiempos de colecta y la tabla de ANOVA es la

siguiente:

Fuente de variacion g.l C.M. E (C.M.)

Bloque (r-1)

Tiempos de colecta (a-1) CM; o2 + rZTiZ / (a-1)
Error (r-1)(a-1) CM; o?

Total (ra)-1

El cuadrado medio error (CM,) fue utilizado como denominador en las pruebas de F

de significacion de los cuadrados medios.

Las comparaciones de medias se efectuaron a través de la prueba de Tukey (Sokal y

Rohlf, 1962). Como herramienta informatica de andlisis se utiliz6 el programa estadistico R (R

Development Core Team, 2010).
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EVALUACION DE LOS NIVELES DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD AHAS IN VITRO DURANTE LOS

TIEMPOS DE COLECTA

Para evaluar el grado de inhibicion de la enzima AHAS en los tiempos de colecta
elegidos se realiz6 un ensayo de actividad in vitro el cual permite dosar el producto de la
enzima AHAS, acetolactato.

Se obtuvieron plantas mediante el protocolo antes descripto en la seccién
“Condiciones de crecimiento de las plantas”. Los riegos con IMI 1 pM se realizaron sobre
plantulas de ocho dias (dos hojas verdaderas) y se colectaron ambas hojas del par luego de
12 hs, 18 hs 'y 24 hs de tratamiento IMI 1 pM. También se colectaron hojas bajo tratamiento
control (solucién MS). Para cada tiempo se pesaron las hojas y se congelaron inmediatamente
en N liquido: una hoja del par se guardo a -80 °C para posterior extraccion del ARN destinado
a los ensayos de cDNA-AFLP y RNA-seq; la segunda hoja se utilizé para el presente ensayo
de AHAS in vitro. Las hojas se procesaron en microtubos de 2 ml con micropilén hasta obtener
un polvo fino. El polvo obtenido para cada hoja se homogeneiz6 en un buffer de

extraccidn/reaccion (relacion buffer/tejido de 5 ml/g):

50 mM &cido N-2-hidroxi-etilpiperazin-N'-2-etanosulfénico (HEPES) pH=7,5
200 mM piruvato de sodio

20 mM cloruro de magnesio, MgCl;

2 mM tiamin difosfato, TPP

20 uM flavina adenina dinucle6tido, FAD

PVPP (polivinilpolipirrolidona) como secuestrante de fenoles en una relacion 6:1

Luego se centrifugd dos veces por 10 min a 12000 rpm a 4 °C, se recuperd el
sobrenadante y se incubé el extracto crudo a 37 °C por 60 min. El extracto se dividié en dos
alicuotas de 70 ul cada una. Una de las alicuotas fue utilizada para la decarboxilacion del
acetolactato a acetoina (tubo de determinacion), por lo tanto se le agregaron 20 ul de acido
sulfdrico, H.SO4 3 M para lograr el medio acido necesario para que ocurra la reaccién. A la
alicuota restante, considerada como control de produccion de acetoina endbgena, se
adicionaron 20 pl de hidroxido de sodio (NaOH) 2,5 M (tubo control). Ambas alicuotas fueron

incubadas 15 min a 60 °C.
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DETERMINACION DEL PRODUCTO POR REACCION COLORIMETRICA

El dosaje de acetoina se realizé por la reaccion de Westerfeld (1945). Se agregaron 135
ul de una solucién de creatina (0,25 % m/v) y a-naftol (2,5 % m/v) preparado en hidroxido de
sodio (NaOH) 2,5 M justo antes de ser utilizados y se incubé a 60 °C 15 min. Se centrifugé
por 10 min a 10000 rpm (a temperatura ambiente) y se recuperé el sobrenadante (200 pl). Se
midi6é absorbancia a 530 nm (Figura 2.2). Se calcul6 el valor dAbs:

8Abs (mg tejido)™" = Abs s530nm +) — AbSs30nm (-

donde:
ADbs s30nm (+): Valor de absorbancia correspondiente al tubo de determinacion.

ADbS s30nm (; Valor de absorbancia correspondiente al tubo control.

Figura 2.2. Reaccion colorimétrica para medicion de acetoina. De izquierda a derecha: genotipo
resistente (tratamiento control MS e IMI 1 pM, respectivamente), genotipo susceptible (tratamiento

control MS e IMI 1uM, respectivamente).
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realizaron tres repeticiones para cada combinacién de tratamientos (genotipo, tiempo
de colecta y tratamiento) y los datos de absorbancia dAbs (mg tejido)* se expresaron en
porcentaje respecto del tratamiento control MS. Se efectuaron pruebas de normalidad y
homogeneidad de variancia y las diferencias de medias de tratamientos IMI y control MS se
analizaron mediante pruebas t de student (p < 0,05) utilizando como herramienta informética
el programa estadistico R (R Development Core Team, 2010).
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CDNA-AFLP

Una vez elegidos la concentracion optima del herbicida, los tiempos de colecta del
material vegetal y realizada la evaluacion de inhibicion de AHAS in vitro, se procedio6 a la
eleccion de la combinacion 6ptima de enzimas de restriccion para la caracterizacion del
transcriptoma y se procedié a realizar la metodologia de cDNA-AFLP segun el protocolo
descripto por Vuylsteke et al. (2007) y Xiao et al. (2009).

ELECCION DE LAS ENZIMAS DE RESTRICCION

La técnica cDNA-AFLP tiene como objetivo analizar la mayor cantidad de transcriptos
posibles en una muestra determinada optimizando la cobertura: fraccién de secuencias que
aparece al menos una vez en forma de fragmento posible de resolver (100 a 1000 pb). Una
cobertura insuficiente puede impedir la deteccion de genes correlacionados con el caracter de
interés. La mayor variacion en la cobertura se explica por la eleccion de las enzimas de

restriccion, siendo este un punto critico de la técnica (Stdlting et al., 2009).

Para elegir la combinacion 6ptima de enzimas de restriccion se realizé un andlisis de
restriccion in silico utilizando la aplicacion libre AFLPInSilico* (Rombauts et al., 2003). Se
evaluaron las zonas de corte de tres combinaciones distintas de enzimas de restriccion sobre
las etiquetas de secuencias expresadas (ESTs, expressed sequence tag) de girasol que se
encuentran disponibles en la base de datos NCBI®? (National Centre for Biotechnology
Information) y los resultados se compararon con aquellos del estudio de optimizacién de

variables para cDNA-AFLP realizado por Stélting et al. (2009).

a http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/aflpinsilico/

b https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=sunflower
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ENsSAYO CDNA-AFLP

El material vegetal utilizado para la extraccion del ARN se obtuvo como se describe
en la seccién “Evaluacion de los niveles de inhibicion de la actividad AHAS in vitro durante los

tiempos de colecta”.

La variante de cDNA-AFLP utilizada fue one gene - one tag (Figura 2.3). Esta
estrategia se adapta al método de cDNA-AFLP original (one gene - multiple tag) reduciendo
el numero de fragmentos AFLP por gen transcripto a una Unica secuencia, seleccionando el
extremo 3" del fragmento de restriccion de cada transcripto previo a la amplificacion selectiva.
Esta variante ofrece algunas ventajas sobre la original: (i) sélo se genera un fragmento
derivado de transcripto (FDT) por transcripto, lo que incrementa la eficiencia de cobertura del
transcriptoma que se define como la fraccion del transcriptoma cubierto dada una cantidad
determinada de recursos y dada una combinacién de cebadores usada (ii) disminucion en el
namero total de fragmentos analizados por electroforesis, simplificando el analisis de los
resultados (iii) los FDT derivados del fragmento de restriccion 3" se ven menos afectados a la
variacion por una incompleta retrotranscripcion de los ARN mensajeros (ARNmM),
disminuyendo asi el nimero de templados de ADNc necesarios para obtener un analisis
reproducible (Vuylsteke et al., 2007).

EXTRACCION DE ARN

La preparacion de ARN total se realizo a partir de tejido foliar utilizando el kit comercial
PureLink RNA Mini Kit (Life Technologies).

De acuerdo a las instrucciones del proveedor, se disgregé el tejido con micropilon
evitando el descongelamiento y se agregaron 600 ul de buffer Lysis Buffer (isotiocianato de
guanidina) preparado en 2-mercaptoetanol (1 % v/v). Se dispersé completamente el pellet en
agitador vortex y se logro la lisis de las células. Se realizé un spin de centrifuga (3000 g 1
min) y se incubd a temperatura ambiente por 3 min. Se centrifug6 a 12000 g (10000 rpm) por

2 min y el sobrenadante (400 pl) se transfirié a un tubo libre de ARNasa (nucleasa de ARN).
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:
AAAAAAARAAAS
T TTTTTTTITTT

(1) Sintesis de cDNA

(2) Primera digestion de restriccion

(3) Captura del extremo 3’ * |

(4) Segunda digestion de restriccion *

(5) Ligacion de adaptadores l

(6) Preamplificacion

(7) Amplificacion selectiva —

NN+—

(8) Electroforesis *

Figura 2.3. Estrategia one gene - one tag derivada de la metodologia original de cDNA-AFLP. Adaptado
de Vuylsteke et al. (2007).

Se agregaron 400 pl de etanol 70 % v/v, se dispersaron precipitados en agitador vortex
y se transfirieron 700 pl de la muestra al filtro Spin Cartridge colocado en un tubo Collection
Tube. Luego de centrifugar a 12000 g por 15 seg a temperatura ambiente, se descart6 el
liguido del tubo Collection Tube y se reinserté al filtro Spin Cartridge. Se agregaron 700 pl de
buffer Wash Buffer | al filtro Spin Cartridge en tubo Collection Tube y se centrifugd a 12000 g

por 15 seg a temperatura ambiente. Se descart6 el tubo Collection Tube.

Se realizé un tratamiento con DNasa en columna. Para ello se agregaron 80 pl de
preparacion DNasa | (DNasa | 3 U/ul) sobre el filtro Spin Cartridge y se incubd 15 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 350 pl de buffer Wash Buffer | y se centrifugé a 12000

g por 15 seg. Se descarto el liquido y se colocé el mismo tubo Collection Tube.
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Finalmente, para eluir el ARN se agregaron 500 pl de buffer Wash Buffer 1l en etanol
80 % v/v por el centro del filtro Spin Cartridge. Luego de centrifugar a 12000 g por 15 seg a
temperatura ambiente y descartar el sobrenadante se centrifugé a 12000 g por 2 min para
secar la membrana de silica embebida con el ARN. Se agregaron 100 ul de agua RNase Free
Water por el centro del filtro Spin Cartridge, se incub6 a temperatura ambiente por 1 min y se
centrifugd por 2 min a 13000 g a temperatura ambiente para eluir el ARN de la membrana

hacia el tubo Recovery Tube. EI ARN se almacend a -80 °C.

CUANTIFICACION Y CHEQUEO DE INTEGRIDAD DEL ARN

La cuantificacién de la concentracién del ARN se realiz6 por espectrofotometria (ng/ul)
y se calcularon las proporciones: Azso/Azso (indicador de contaminacion proteica) y Azeo/Azzo

(indicador de contaminacion fendlica y/o de guanidina).

Los chequeos de integridad del ARN se realizaron por electroforesis en gel de agarosa
1,5 % tefido con SYBR®Safe (Invitrogen) y posterior analisis en transiluminador de mesa

(Invitrogen Safe Image 2.0).

RETROTRANSCRIPCION

El ARN de concentracién inicial 0,1 pg/ul se utiliz6 como molde en reacciones de
retrotranscripcion con oligos dTzs biotinilados y enzimas transcriptasa reversa Superscript Il
(Invitrogen) y ADN polimerasa | (Invitrogen). La reaccion se llevd a cabo en un volumen final

de 20 ul. Como primer paso se incubd a 65 °C por 5 min la siguiente mezcla:

ARN (0,1 pg/ul) 11 pl
dNTPs (10 mM) 1l
oligo(dT) biotinilados (100 puM) 1l

La mezcla se mantuvo en hielo. A continuaciéon se incub6 2 min a 42 °C con:

First Strand Buffer 5X 5 pl
ditiotreitol (DTT, 0,1M) 2 pl
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Se agreg6 1 ul de enzima transcriptasa reversa Superscript Il (50 U/ul) y se incub6 2
hs a 42 °C y luego 15 min a 70 °C.

Posteriormente se agregaron 140 ul de la mix de sintesis de la segunda hebra:

Buffer 10X 2da hebra (buffer de la ligasa) 16 pl
dNTPs (10mM) 3ul
ribonucleasaH (2 U/ul) 0,8 ul
DNA pol | (10 Ulul) 3,5ul
H20 miliQ estéril 116,7 pl

Se incub6 1 hs a 12 °C y luego 1 hs a 22 °C. ElI ADN copia (ADNCc) sintetizado fue

conservado a -20 °C.

PURIFICACION DEL ADNC

La purificacién de ADNc se realizé utilizando el kit Nucleospin Extract I (Macherey
Nagel). De acuerdo a las instrucciones del proveedor, se mezclaron 320 pl de buffer NT con
160 ul de la mezcla de la reaccion de la segunda hebra. Se carg6 la muestra en una columna
NucleoSpin Extract Il y se centrifugé por 1 min a 11,000 g. Se desech¢ el filtrado y se
afiadieron 600 pl de buffer Wash Buffer NT3 en etanol 80 % v/v. Se centrifugd por 2 min a
11,000 g para remover buffer NT3 y se dejaron abiertos los tubos unos segundos para eliminar
trazas de etanol. Se afadieron 30 pl de buffer NE de elucién y se incubd a temperatura
ambiente por 1 min. Se centrifug6 por 1 min a 11,000 g.

PRIMERA DIGESTION CON ENZIMA DE RESTRICCION

Se incubd la primera enzima de restriccién CviA Il (10 U/ul) con el ADNc por 2 hs a 25
°C mezclando suavemente en termociclador. Se afiadieron 40 pl de esferas magnéticas
Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles (Promega) previamente lavadas y
resuspendidas a cada muestra de ADNc digerida y se incub6 a temperatura ambiente por 30
min en agitacion suave. En soporte magnético MagneSphere® Technology Magnetic

Separation Stand (Promega) se elimind el sobrenadante con pipeta (Figura 2.4) y se
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resuspendieron las esferas en 100 pl de buffer 1X STEX. Se repiti6 este paso cuatro veces y

se resuspendieron las esferas en 30 pl de buffer TE (10:01).

Figura 2.4. Incubacion sobre soporte magnético de esferas magnéticas, ADNc y primera enzima de

restriccion.

SEGUNDA DIGESTION CON ENZIMA DE RESTRICCION

Se incub6 la segunda enzima de restriccion Mse | (10 U/ul) con las esferas
previamente resuspendidas por 2 hs a 37 °C con agitacion suave. En soporte magnético, se

transfirio el sobrenadante compuesto de fragmentos de templados liberados a un tubo limpio.

LIGACION DE ADAPTADORES

Se purificaron los fragmentos digeridos y se los ligb a los adaptadores
correspondientes mediante T4 DNA ligasa (Promega). Se incub6 durante toda la noche a 4
°C. En la Tabla 2.1 se indican las secuencias de los adaptadores correspondientes a las dos

enzimas de restriccion.
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Tabla 2.1. Secuencias de los adaptadores correspondientes a las enzimas de restriccion CviA Il y

Mse | utilizadas en el ensayo cDNA-AFLP expresadas en sentido 5"- 3’del ADN.

Enzima de restriccion Adaptador Secuencia5™- 3

>CviAll_Forward CTCGTAGACTGCGTACC
CviA ll
>CviAll_Reverse ATGGTACGCAGTCTAC

>Msel_Forward GACGATGAGTCCTGAG
Mse |
>Msel_Reverse TACTCAGGACTCAT

PRE-AMPLIFICACION

La pre-amplificacion por PCR se realiz6 con cebadores especificos y DNA polimerasa
GoTag (Promega). En la Tabla 2.2 se indican las secuencias de los cebadores

correspondientes a las dos enzimas de restriccion.

Tabla 2.2. Secuencias de los cebadores correspondientes a las enzimas de restriccién CviA Il y Mse |
utilizadas para el paso de pre-amplificacion en el ensayo cDNA-AFLP expresadas en sentido 5'- 3" del
ADN.

Enzima de restriccion Cebador Secuencia5- 3
CviA Il >CvViAll_preprimer CTCGTAGACTGCGTACCAT
Mse | >Msel_preprimer GACGATGAGTCCTGAGTAA
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La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl:

>CviAll_preprimer (10 uM) 0,4 ul
>Msel_preprimer (10 uM) 0,4 ul
dNTP (10 mM) 0,4 ul
Buffer 5X 4 ul
GoTagq (5 Ulul) 0,2 ul
agua destilada estéril (H.Od) 13,6 ul
ADNCc + adaptadores 1l

Las condiciones térmicas de las reacciones de PCR fueron las siguientes:

- paso inicial de desnaturalizacion: 5 min a 95 °C
- 30 ciclos: 30 seg a 94 °C (desnaturalizacion)
30 seg a 55 °C (hibridacién)
1 min a 72 °C (elongacion)

- paso final de elongacion: 10 min a 72 °C

AMPLIFICACION SELECTIVA

Se diluyeron las pre-amplificaciones (factor de dilucion: 3) y se incubaron con las
distintas combinaciones de cebadores selectivos y DNA polimerasa GoTaq (Promega)
seguida de una amplificacién por PCR. En la Tabla 2.3 se indican las secuencias de los

cebadores correspondientes a las dos enzimas de restriccion
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Tabla 2.3. Secuencias de los cebadores correspondientes a las enzimas de restriccion CviA Il y Mse |
utilizadas para el paso de amplificacidn selectiva en el ensayo cDNA-AFLP expresadas en sentido 5-
3" del ADN.

Enzima de restricciéon Cebador Secuencia5’- 3
>CviAll_selprimerA GACTGCGTACCATGA

>CviAll_selprimerC GACTGCGTACCATGC

oAl >CviAll_selprimerG GACTGCGTACCATGG
>CviAll_selprimerT GACTGCGTACCATGT
>Msel_selprimerA GATGAGTCCTGAGTAAA
>Msel_selprimerC GATGAGTCCTGAGTAAC
Mse |

>Msel_selprimerG GATGAGTCCTGAGTAAG

>Msel_selprimerT GATGAGTCCTGAGTAAT

La reaccidn se llevo a cabo en un volumen final de 10 ul:

Cebador selectivo 1 (10 uM) 0,2 ul
Cebador selectivo 2 (10 uM) 0,2 ul
dNTP (10 mM) 0,2 ul
Buffer 5X 2ul
GoTag (5 Ulul) 0,2 ul
agua destilada estéril (H20d) 6,2 ul
dil. pre-amplificacion ADNc 1u
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Las condiciones térmicas de las reacciones de PCR fueron las siguientes:

- paso inicial de desnaturalizacion: 5 min a 95 °C
-12 ciclos de: 30 seg a 94 °C (desnaturalizacién)
30 seg a 65 °C, bajando 0,7 °C cada ciclo (hibridacion)
1 min a 72 °C (elongacion)
- 30 ciclos de: 30 seg a 94 °C
30segabss°C
1mina72°C
- paso final de elongacion: 10 mina 72 °C

RESOLUCION DE FRAGMENTOS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Los fragmentos de amplificacion obtenidos se separaron en geles de poliacrilamida 5
% ml/v. Luego de la preparacion con soluciones Bind Xilano y Repel Xilano para el vidrio de
retencién y el vidrio de contencién, respectivamente, se procedié a cargar la solucion
acrilamida/bisacrilamida 5 % m/v en TBE 0,5X conteniendo persulfato de amonio (PSA) 10 %
m/vy TEMED. Posteriormente se colocaron los peines.

A las muestras provenientes de las amplificaciones selectivas se les agregé buffer
Loading Buffer azul y se desnaturalizaron en termociclador (5 min a 94 °C). Una vez el gel en
la cuba de corrida, se sembraron 3 ul de cada muestra en paralelo a la siembra de un
marcador de peso molecular de 100 pb. La electroforesis se realizé en soluciones de corrida
de TBE 0,5X y 1X (1 hs 40 min a 1300 V).

Una vez finalizada la corrida el gel se incubé en solucion fijadora (acido acético glacial
10 % v/v) por 20 min en agitacion suave, se realizaron tres lavados con agua destilada y se
incubo el gel en solucién de tincion (AgNOzy formaldehido). Tapado, se mantuvo en agitacion
por 30 min con luz apagada. Luego de un lavado con agua destilada por 10 seg se sumergio
en solucién de revelado frio conteniendo carbonato de sodio (NaCOg), tiosulfato (10 mg/ml) y
formaldehido (37 % v/v) hasta visualizar las bandas. Para cortar la tincion se incubé el gel en

solucion fijadora y se dej6 secar por 24 hs para luego proceder al escaneo (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Geles de poliacrilamida 5 % m/v tefiidos con AgNOs.

Aquellos fragmentos que mostraron expresion diferencial se aislaron del gel y se
incubaron 4 hs a 37 °C con agitacion en buffer de elucién acetato de amonio (NHsAc) 0,5 My
acido etilendiamintetraacético (EDTA) 1 mM. Mediante centrifugacion se eliminaron las
bandas de poliacrilamida y posteriormente se reamplificaron. Para confirmar la especificidad
de la amplificacion, los productos de PCR obtenidos fueron enviados para su secuenciacion

a Macrogen Inc. Korea?.

Se asignaron potenciales categorias funcionales mediante busquedas BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool)° contra bases de datos de nucleédtidos, ESTs y proteicas en
NCBI y se realizaron alineaciones locales contra el transcriptoma ensamblado de novo
HaT13l.

a http://www.macrogen.com/eng/
b https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?CMD=WebyPAGE_TYPE=BlastHome
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VALIDACION MEDIANTE RTqPCR

Los resultados se validaron mediante la técnica PCR cuantitativa seguida de
transcripciéon reversa (RTqPCR, reverse transcription quantitative PCR) para tres genes de
interés y un gen de referencia seleccionados del mismo ensayo de cDNA-AFLP. Idealmente
un gen de referencia debe expresarse en todas las células del organismo, debe expresar un
ndmero constante de copias en el tiempo y en los diferentes tejidos y sus niveles de expresion
deben ser similares a aquellos de los genes que se desea validar. El gen de referencia se
eligié debido a su estabilidad en la expresion durante el ensayo de cDNA-AFLP.

Se disefaron cebadores especificos con la herramienta Primer3 (web v 4.0.0)? (Rozen
y Skaletsky, 2000). Los parametros establecidos para el disefio incluyeron una longitud de los
cebadores de entre 18 y 23 nucle6tidos, un contenido de GC de 30 a 70 % y una temperatura
de hibridacion (annealing) de 57 a 62 °C. Los oligonucleétidos se sintetizaron en Macrogen
Inc. Korea. Los cebadores disefiados para cada uno de los genes se muestran en la Tabla
2.4.

Las RTQPCR se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-Gene® Q with HRM- High
Resolution Melting (Qiagen) y analizados con el software propio del equipo Rotor-Gene Q
Series Software 1.7 (Build 94, Copyright ® 2008 Corbett Life Science).

Las retrotranscripciones se realizaron utilizando el kit ImProm-/I™ Reverse
Transcription System (Promega) y las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo
en presencia de SYBR green (Mezcla Real®, Biodynamics) en un volumen de 15 plincluyendo

los siguientes reactivos:

ADNCc (25 a 40 ng/reaccion) 2 pl
Cebador directo (10 puM) 1l
Cebador reverso (10 pM) 1l
Mezcla Real 2X (Biodynamics) 7,5
agua destilada estéril (H.Od) 3,5 ul

a http://bioinfo.ut.ee/primer3-4.0.0/primer3/
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Tabla 2.4. Cebadores especificos para validar mediante RTqPCR cuatro genes de interés y un gen
de referencia obtenidos en el ensayo cDNA-AFLP.

Gen avalidar Cebador Secuencia5- 3
>75LeftP CGCCGTGATCTGACTTTAGC
transportador ABC
>75RightP CCGATGCCTCTAATCATTCGC
>62LeftP CTCTCCAACGAACCTCCTCC
>62RightP TATTTTGTTCCCCGCCCTCT
glicosiltransferasas
>71A 1 20LeftP CCAATGCTGACTATGCCTGAG
>71A_1 20RightP GAGGGAAACTTCGGAGGGAA
gen de referencia >58LeftP GGTTGATAAGGAGACGATTGAGT
>58RightP ACCATTAAGCTATCAGTACCTCC

Se realizaron dos réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas por cada muestra y se
incorporaron controles negativos a los que no se les agregdé ADNCc. El protocolo de ciclado

fue:

-paso inicial de desnaturalizacion: 2 min a 94 °C
-40 ciclos: 15 seg a 95 °C (desnaturalizacion)
30 seg a Tm °C (hibridacion)
40 seg a 72 °C (elongacion)
-paso final de elongacion de 10 min a 72 °C

El valor de Tm en el paso de hibridacién se ajusté para cada par de cebadores y vario
entre 61° C y 62° C. La curva de fusion del producto de amplificacion se construyé al final del
ciclado mediante ciclos de 5 seg desde 72 °C a 95 °C aumentando la temperatura 0,2 °C luego

del segundo ciclo.
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Para la cuantificacion relativa de los transcriptos se tomaron los valores de ciclo de
cuantificacion (Cq, quantification cycle) y los valores de eficiencia de reaccion (E) calculados
y denominados comparative quantitation por el programa del Rotor-Gene Q software (version
1.7.94).

La expresion normalizada (EN) fue calculada para cada gen teniendo en cuenta la
eficiencia (E) de la reaccion y los valores de Cq tanto para el gen de interés (goi) como para
el gen de referencia (ref), considerando un promedio de eficiencia para cada amplicén (Simon,
2003; Schefe et al., 2006):

_ (Eref) Cqref

EN = ——FF+—
(Egoi)Cagot

Para la cuantificacion relativa de los genes la expresion normalizada se expresé
como relativa al valor de EN mas bajo de la corrida. Se realizaron pruebas t de student para
el analisis de comparacion de las medias de expresion relativa utilizando el programa

estadistico R (R Development Core Team, 2010).
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ANALISIS DE LOS NIVELES DE EXPRESION GENICA EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON

IMAZETAPIR MEDIANTE LA TECNICA TRUSEQ STRANDED RNA-SEQ

El material vegetal utilizado para la extraccion del ARN se obtuvo como se describe
en la seccion “Evaluacion de los niveles de inhibicion de la actividad AHAS in vitro durante los
tiempos de colecta”’. Se trabajé con el genotipo HA 425 resistente a IMI, dos réplicas

biolégicas para cada muestra y los tratamientos fueron:

i) control (solucién nutritiva MS)

i) imazetapir 1 uM

INTEGRIDAD Y CONCENTRACION DEL ARN

Se verificd la integridad y se estimé la concentracién de cada muestra de ARN
mediante la metodologia Agilent Bioanalyzer RNA 6000 Nano (Agilent Technologies). Una
cuantificacién mas exacta de la concentracién se realizé mediante RiboGreen Fluostar Optima
BMG (BMG Labtech).

PREPARACION DE LA BIBLIOTECA DE ADNC

La construccién de la biblioteca de ADNCc lista para secuenciar se realiz6 mediante el
kit TruSeq Stranded mRNA (lllumina). El tipo de biblioteca construida fue stranded
(secuenciacion Unica de la hebra codificante del ADNc) y multiplex (corrida de cuatro muestras

por linea en la celda del secuenciador) (Figura 2.6).

La purificacion del ARNm se realiz6 a partir de 1 ug de ARN total con esferas
magnéticas RNA Purification Beads portadoras de oligos dT. Se incubé por 5 min a 65 °C para
desnaturalizar el ARN y eliminar estructuras secundarias y luego se mantuvo a 4 °C. Se incub6
sobre mesada a temperatura ambiente durante 5 min y luego otros 5 min sobre soporte

magnético.
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Figura 2.6. Esquema de la construccion de la biblioteca de ADNc mediante el protocolo TruSeq
Stranded mRNA (lllumina).

Se eliminé delicadamente el sobrenadante sin tocar las esferas y una vez fuera del
soporte magnético las mismas se resuspendieron en 200 ul de buffer Bead Washing Buffer.
Se incubd 5 min sobre soporte magnético y se elimind el sobrenadante. Se resuspendio en
50 ul de buffer Elution Buffer y luego se incubd 2 min a 80 °C.

Se agregaron 50 pl de buffer Bead Binding Buffer y se incubé 5 min sobre mesada y
otros 5 min sobre soporte magnético. Se eliminé el sobrenadante y las esferas se
resuspendieron en 200 pl de buffer Bead Washing Buffer. Tras otros 5 min sobre soporte
magnético y eliminacién del sobrenadante, se agregaron 19,5 ul de mix Fragment, Prime,
Finish para fragmentacién del ARNm e incubacién con hexdmeros aleatorios como cebadores.

Se incub6 8 min a 94 °C y luego se llevé a 4 °C.

SINTESIS Y PURIFICACION DEL ADNC

Luego de 5 min sobre soporte magnético se tomaron 17 pl de sobrenadante y se los

incubd con 8 pl de mix SuperScript Il + First Strand Synthesis mix ActD en termociclador:

-10mina 25 °C
-15mina42 °C
-15mina 70 °C

- mantener a 4°C
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Se agregaron 5 pl de buffer Resuspension Buffer, 20 pl de Second Strand Marking
Master Mix que contiene dUTPs y se incub6 1 hs a 16 °C. Luego se incubd a temperatura

ambiente por 1 min.

Se agregaron 90 ul de esferas AMPure XP, se incub6 15 min sobre mesada y luego 5
min sobre soporte magnético. Se eliminaron 135 pl de sobrenadante y se lavaron las esferas
incubando 30 seg con 200 pl de etanol 80 % v/v frio. Posteriormente se elimind el
sobrenadante y para eliminar las trazas de etanol se incubd 15 min a temperatura ambiente.
Se agregaron 17,5 ul de buffer Resuspension Buffer, se incub6 2 min sobre mesada y luego
5 min sobre soporte magnético.

ADENILACION DEL EXTREMO 3’

Se agregd un nucleétido adenina (A) a los extremos romos 3" para prevenir la
formacion de quimeras o fragmentos concatenados durante la reaccién de ligacion. Para ello,
se transfirieron 15 pl de sobrenadante a tubo nuevo y se agregaron 2,5 ul de buffer

Resuspension Buffer y 12,5 ul de A-Tailing Mix. Se incubé en termociclador:

-30mina 37 °C
-5mina70°C

- mantener a 4 °C

LIGACION DE LOS ADAPTADORES

Se agregaron 2,5 ul de buffer Resuspension Buffer, 2,5 pl de Ligation Mix y 2,5 ul de
RNA Adapter Index correspondiente a cada muestra. Luego se incub6 10 min a 30 °C y se
agregaron 5 pul de Stop Ligation Buffer. Se agregaron 42 pl de esferas AMPure XP, se incub6
15 min sobre mesada y otros 5 min en soporte magnético. Se eliminaron 79,5 pl de
sobrenadante y se lavaron las esferas agregando 200 pl de etanol 80 % v/v frio, incubando
30 seg y eliminando el sobrenadante. Para eliminar las trazas de etanol se incub6 15 min a
temperatura ambiente y fuera del soporte magnético se agregaron 52,5 pl de Resuspension
Buffer y se incubd 2 min a temperatura ambiente. Otra vez en el soporte magnético se incubo
5 min y se transfirieron 50 pl de sobrenadante para incubar 15 min sobre mesada con 50 pl

de esferas AMPure XP y otros 5 min en soporte magnético. Se eliminaron 95 pul de
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sobrenadante y para lavar las esferas se agregaron 200 ul de etanol 80 % v/v frio, incubando
30 seg Yy eliminando el sobrenadante. Para eliminar las trazas de etanol se incubd 15 min
sobre mesada y fuera del soporte magnético se agregaron 22,5 ul de Resuspension Buffer.

Se incubd 2 min en mesada y 5 min en soporte magnético.

AMPLIFICACION POR PCR

A 20 pl del sobrenadante se agregaron 5 pl de PCR Primer Cocktail y 25 pl de PCR

Master Mix y se incub6 en termociclador:

- paso inicial de desnaturalizacion: 30 seg a 98 °C
- 15 ciclos: 10 seg a 98 °C (desnaturalizacion)

30 seg a 60 °C (hibridacion)

30 seg a 72 °C (elongacion)
- etapa final de elongacion: 5 min a 72 °C

- mantener a 10 °C

Se agregaron 50 pl de esferas AMPure XP y se incubd 15 min sobre mesada y luego
5 min sobre soporte magnético. Se eliminaron 95 pl de sobrenadante y el lavado de las esferas
se realizé agregando 200 pl de etanol 80 % v/v frio, incubando 30 seg y eliminando el
sobrenadante. Para eliminar las trazas de etanol se incubé 15 min a temperatura ambiente y
se agregaron 32,5 ul de Resuspension Buffer. Luego de 2 min en mesada, se incubd 5 min
sobre soporte magnético. Se transfirieron 30 ul de sobrenadante (biblioteca de ADNc) a un
tubo 1,5 ml.

VALIDACION DE CALIDAD DE LA BIBLIOTECA

Se realizé la validacién de tamafio y rendimiento de la biblioteca por migracion en
Agilent Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent Technologies) y la cuantificacién de concentracion
mediante RiboGreen Fluostar Optima BMG (BMG Labtech) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Validacion de tamafio, rendimiento y concentracion de la biblioteca de ADNc mediante
Agilent Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent Technologies) y RiboGreen Fluostar Optima BMG (BMG
Labtech).

SECUENCIACION

Mediante una amplificacion en puente sobre la celda de secuenciacién se clon6 cada
molécula simple de ADN simultdneamente generando los clusters de secuenciacion en equipo
cBOT™ (lllumina) (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Generacion de los clusters de secuenciaciéon mediante cBOT™ (lllumina)

La secuenciacion de las cuatro muestras se llevé a cabo en una Unica linea de un
secuenciador de ultima generacion lllumina HiSeq2000 (lllumina) (Figura 2.9) utilizando
adaptadores marcados para las distintas muestras. Se generaron aproximadamente 50
millones de reads pair-end (PE) por muestra de tamafio 100 pb. El nUmero de reads por
muestra, definido como el valor de cobertura del transcriptoma, se predetermind desde la
Plataforma de Transcriptomica y Secuenciacion de |I'Unité de Recherche en Génomique
Végétale (URGV) del INRA/CNRS, Francia, donde se llevo a cabo el andlisis.

Las condiciones de secuenciacién fueron las siguientes:

e Stranded: se secuencié Unicamente la hebra codificante del ADNc, aumentando la
precision del analisis.

¢ Multiplex: hubo cuatro muestras por linea en la celda del secuenciador eliminando toda
variaciéon técnica por posicion.

¢ Pair-end: se obtuvo la secuencia de ambos extremos de cada cluster, 5" y 3", aumentando
la especificidad del mapeo. En una misma corrida se obtiene doble informacién de
secuencia de cada cluster y debido a que la distancia entre cada par de read es conocida,
los algoritmos de alineamiento son mucho més especificos a la hora de enfrentar zonas

repetitivas del transcriptoma de referencia (Figura 2.10).
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HiSeq 2000

Figura 2.9. Secuenciador de Ultima generacion Illumina HiSeq2000 (lllumina) de la Plataforma de

Transcriptomica y Secuenciacion del URGV, INRA/CNRS, Francia.

. . Mapeo contra secuencia de referencia
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Figura 2.10. Esquema de la secuenciacion PE y el mapeo contra la referencia.
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ANALISIS BIOINFORMATICOS

Debido a que para el momento de realizacién del presente ensayo todavia no habia
concluido el proyecto SUNRISE de secuenciacién del genoma de girasol, para realizar el
mapeo de los reads se utiliz6 como referencia el transcriptoma de girasol non redundant
clusters HaT13l gentiimente facilitado por el Laboratoire des Interactions Plantes Micro-
organisms LIPM, INRA/CNRS, Francia. Esta referencia resulta ideal debido a que es un
ensamblado de novo a partir de secuenciaciones RNA-Seq de la linea de girasol XRQ
desarrollada por el INRA, la cual esta altamente emparentada con las lineas utilizadas en el
presente trabajo de tesis. Para la elaboracion del transcriptoma HaT13l se llevaron a cabo
secuenciaciones en 13 lineas de un secuenciador lllumina HiSeq2000 (lllumina) de muestras
provenientes de tres tejidos vegetativos (hoja, raiz y tallo) y ocho tejidos florales (bractea,
ligula, ovario, estigma y estilo, antera, corola, semilla y polen) colectados a campo en cinco
estadios de desarrollo diferentes. El ensamblado se realiz6 con las herramientas Velvet/Oasis
y se obtuvieron 91860 contigs (90266 péptidos):

Transcriptoma de novo HAT13lI

Contigs*
n° total 91860
longitud media (pb) 820
longitud total (Mb) 75,29
contigs 21000 pb 65870 (72 %)
Nso (pb)** 557

* Contig: superposicion de reads que mapean en la misma regién generando una secuencia consenso.
** Nso corresponde a la mediana de los tamafios de los contigs del transcriptoma ensamblado de novo.
Dado un conjunto de contigs, Nso se define como la longitud N para la cual 50 % de todas las bases de

las secuencias corresponden a una secuencia de longitud L tal que L>N.
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Previo al mapeo de las secuencias obtenidas contra el transcriptoma de referencia
HaT13l se realizé una limpieza removiendo secuencias ribosomales y cortando las

secuencias en presencia de bases no identificadas (Ns).

El mapeo se realiz6 utilizando la herramienta informética Bowtie2 (version 2.2.2) y los

parametros elegidos fueron:

o MultiHits: presentes, permite el estudio de la redundancia gendmica ya que se logran
visualizar aquellos reads que mapean con el mismo valor esperado (E-value, expect value)
en varias regiones del transcriptoma de referencia. Particularmente Uutil en caso de
organismos que poseen muchos homedlogos, duplicacién génica o poliploidia. Sin

embargo, la técnica pierde su poder de cuantificacion de la expresion.

ausentes, permite una cuantificacion exacta de la expresion.

e Local: se alinea parte del read (30 pb) de manera exacta y luego se analizan las bases
circundantes para determinar el porcentaje del read que mapea con la referencia
(porcentaje de bases mapeadas respecto del niumero total de bases del read). Permite
mayor flexibilidad que el mapeo end-end o mapeo perfecto del read y es especialmente Util
cuando el transcriptoma de referencia no corresponde al mismo organismo o genotipo de

trabajo.

La cuantificacion de los reads fue realizada utilizando el paquete Sam2Count (version
2.2.2).

ANALISIS DE EXPRESION

El analisis de calidad de los datos de secuenciacion se realizé6 mediante la herramienta
FastQC (v0.10.1).

Para la normalizacion de los datos se utiliz6 el método TMM (trimmed mean of M-
values). Este método estima niveles relativos de ARN calculando factores escalares entre las
muestras utilizando la funcién calcNormFactors del paquete EdgeR (v2.4.6) del software
estadistico R (v3.1.0) (R Development Core Team, 2010).

El analisis de expresiéon diferencial se llevdo a cabo utilizando el paquete EdgeR
(v2.4.6).
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VALIDACION MEDIANTE RTqPCR

Se eligieron 17 contigs de interés pertenecientes a familias de genes vinculadas a
mecanismos NTSR para validar sus niveles de expresidén mediante RTgPCR. Ademas, se
seleccionaron dos contigs para utilizar como genes de referencia. Para la eleccion de los dos
genes de referencia se seleccionaron aquellos contigs con mayor estabilidad en los niveles
de expresién de todas las muestras y que presentaron niveles de expresion cercanos a los de
los 17 contigs a validar.

Se disefiaron cebadores especificos con la herramienta Primer3 (web v 4.0.0) (Rozen
y Skaletsky, 2000). Los parametros establecidos para el disefio incluyeron una longitud de los
cebadores de entre 18 y 23 nucleétidos, un contenido de GC de 30 a 70 % y una temperatura
de hibridacién (annealing) de 57 a 62 °C. La especificidad de los cebadores se analiz6 in silico
alineando contra el transcriptoma de referencia. Los cebadores disefiados para cada uno de
los genes se muestran en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Cebadores especificos para validar mediante RTqQPCR 17 genes de interés y 2 genes de
referencia obtenidos en el ensayo RNA-Seq.

Gen a validar Cebador * Secuencia 5°- 3°

>HaT13I034693LEFT TCCCATCATGCATTTACGGC
>HaT131034693

>HaT13l034693RIGHT GTTGTGGTTGTGGGTCTGTC

>HaT13I071699LEFT GGGTGGACAAACATATGGCT
>HaT131071699

>HaT13I071699RIGHT GTTCAACAAGGGTCTACATGCA

>HaT13I030739LEFT CTTCTTCACTTGGTTGGGGC
>HaT13l030739

>HaT131030739RIGHT TGCAGGCACCATACTCTTGA

>HaT13I009315LEFT CCATCCTCCATCCGCAATTG
>HaT131009315

>HaT13I009315RIGHT GAATTCAAGCGGGTCAGTCC

>HaT13I028203LEFT TGGAGGGGATGTTGGACTTC
>HaT131028203

>HaT131028203RIGHT GGGTCCAAGGGTTTCAACAC

>HaT13I025514LEFT CCGAGGTAATAAACGCTGGC
>HaT131025514

>HaT13l025514RIGHT AACCACCCCATGTACACCAA

* Cebadores LEFT: directo; RIGHT: reverso.
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Gen a validar

>HaT131030356

>HaT131082919

>HaT131028797

>HaT131029044

>HaT131011927

>HaT131035773

>HaT131011241 RG

>HaT131013640 RG

>HaT13l077451

>HaT131016848

>HaT131015437

>HaT131074223

>HaT131019076

Cebador *

>HaT13l030356LEFT
>HaT13l030356RIGHT
>HaT13l082919LEFT
>HaT13l082919RIGHT
>HaT131028797LEFT
>HaT131028797RIGHT
>HaT13l029044LEFT
>HaT131029044RIGHT
>HaT13l011927LEFT
>HaT13l011927RIGHT
>HaT13l035773LEFT
>HaT13l035773RIGHT
>HaT13|011241RGLEFT
>HaT13|011241RGRIGHT
>HaT13l013640RGLEFT
>HaT13l013640RGRIGHT
>HaT13l077451LEFT
>HaT13l077451RIGHT
>HaT13l016848LEFT
>HaT13l016848RIGHT
>HaT13l015437LEFT
>HaT13l015437RIGHT
>HaT13l074223LEFT
>HaT13l074223RIGHT
>HaT13l019076LEFT

>HaT13l019076RIGHT

Secuencia 5- 3’

AGGTTTGATTCTCGGGTCGA
CAAGAAAACAGGCAGGGCTT
TCATGCCTCGAAGTTGTTTTC
GGAGCGTAATATGGAGCAAAGG
GGAGGAGATTGCATCAGGGT
CATGCATCACGAAACACCCA
CGTTTGTCTTGCCGGGTTTA
AAACGGTCCAATGCACCAAA
GAATCCGTTCTTTCCCGACG
GAGTCGAGTGTCATTGCCAC
GTCCTGCACTACTCAAGGCT
GACCGCGCCATTCTGTTAAT
GACGACGATCTCTTCAACGC
GCCCAACCTTCTTCATCAGC
TGGCGTTCTTTATCCGCTTG
GCCTGTTCCGGTGAAGATTC
GAAGAGGATGAGTCAGGGGA
ATGACCCTTTCCATCAACGC
CCTCAAGTTAACCGAAGCCG
CCTCTGCATCTTCTCCCCAA
GGATCCTCGGTACTGGGATG
CCTGCACACAACCTTCTTCC
GGCTGAGGATAGGGGTGTAC
GCAATGCCATAGTGTCCGTT
CCAATGGACAGCAGCCAAAT

CATGCCGTAGATTGTCCACG

* Cebadores LEFT: directo; RIGHT: reverso. RG: genes de referencia.
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Estos cebadores fueron sintetizados por Eurofins Genomics®. Los chequeos de
especificidad de los oligonuclétidos se realizaron en geles de agarosa y se evaluaron las
eficiencias mediante RTgQPCR utilizando como molde diluciones de un pool de ADNc

provenientes de las cuatro muestras de girasol.

RTgPCR
SINTESIS DE LA PRIMERA HEBRA DE ADNC

Se trabajé con la enzima transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen). A partir de 1
ug de ARN total de cada muestra se prepar6 un volumen de reacciéon de 12 pul con:

ARN csp 1ug
dNTPs (10 mM) 1u
oligo(dT1s) (500 pg/ul) 1u
agua destilada estéril (H20d) csp 12l

Se incub6 a 65 °C por 5 min para lograr la desnaturalizacion del ARN y se llevo

inmediatamente a hielo. Se agrego:

5X First Strand Buffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2 ul
RNaseOUT (40 pg/ul) 1l

Se incubd a 42 °C por 2 min y se agregé 1 pl de enzima transcriptasa reversa
SuperScript 1l (200 U/ul, Invitrogen). Se incub6 a 42 °C por 50 min y se inactivé la reaccion
calentando a 70 °C por 15 min.

a hitp://www.eurofins.com/genomic-services/
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PCR CUALITATIVA PARA CHEQUEOS DE ESPECIFICIDAD DE CEBADORES

A 1 ul de un pool de los cuatro ADNcs de la etapa anterior se agrego:

buffer de PCR 10X 2,5ul
cloruro de magnesio (MgClz, 50 mM) 0,75 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Cebador directo (9 uM) 0,5 ul
Cebador reverso (9 uM) 0,5 ul
Taqg DNA polimerasa (5 U/ul) 0,4 ul
agua destilada estéril (H.0d) 19,6 ul

Se incubo a 94 °C por 2 min para desnaturalizar y se realizé la PCR con los siguientes

tiempos y temperaturas:

- Primer paso de desnaturalizacién: 5 min a 94 °C
- 35 ciclos: 30 seg a 94 °C (desnaturalizacion)

30 seg a 60 °C (hibridacién)

2 min 30 seg a 72° C (elongacién)
- Etapa final de elongacion: 5 min a 72 °C

CHEQUEOS EN GEL DE AGAROSA 2 %

Se chequearon los productos de PCR en geles de agarosa para evaluar la
especificidad de los cebadores. Para ello se mezclaron 2 g de agarosa en 100 ml de buffer
TAE 1X (Tris, acetato y EDTA) en erlenmeyer y se hirvi6 en microondas hasta obtener una
solucién translicida. A la solucion tibia se agreg6 una gota del colorante bromuro de etidio, se
homogeneiz6 totalmente y se volcé la agarosa en la cama ya preparada con los peines. Luego
de polimerizar el gel se sembraron 25 ul de productos de PCR en 3 pl de loading buffer Crystal
Red 10X. También se sembré un marcador de peso molecular de ADN de 100 pb. La corrida
se realizé en cuba con TAE 1X a 150 V por 30 min. Una vez finalizada la corrida, el gel se

analiz6 bajo lector de fluorescencia.
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CALCULOS DE LA EFICIENCIA DE LOS PARES DE CEBADORES

Se armo un pool de los cuatro ADNcs para evaluar cada par de cebadores en una

curva de calibracion de ADNc. Se realizaron diluciones del pool: 1/10, 1/30, 1/90 y 1/270.

En placa de 96 pocillos, trabajando con pipetas multicanal y monocanal electrénicas

se preparo:
mix de cebadores directo y reverso (1 pM) 3ul
master mix SYBR ® Premix Ex Taq Il (Takara)* + ADNc diluido 5 pl

*SYBR ® Premix Ex Taq Il (Takara) contiene SYBR Green |, enzimas nucleasa RNase H y ADN polimerasa Takara
Ex Tag HS, mix de dNTPs y magnesio (Mg?*).

Se llevé a termociclador para PCR cuantitativa en tiempo real C100 Touch Thermal
Cycler CFX384 (BIORAD) y se realiz6 el siguiente protocolo:

- etapa inicial de desnaturalizacion: 1 min a 95 °C
- 40 ciclos: 3 seg a 95 °C (desnaturalizacion)
20 seg a 60 °C (anillado, elongacion y medicién de la fluorescencia)
- curva de fusién: 2 seg a 65 °C
65 °C a 95 °C (aumentando la temperatura 0,5 °C/ciclo)

Los valores de Cq se determinaron mediante regresion (Cq en el punto de maxima
pendiente de la curva). Se conservaron aquellos pares de cebadores con eficiencia E=100 %
+10 % y R>~0,98.

Se analiz6 el comportamiento de los genes de referencia elegidos evaluando el
coeficiente de variacion promedio (CV) y el valor de estabilidad (M) que son parametros de la

aptitud de los mismos para cumplir dicha funcion (Hellemans et al., 2007).
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PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QPCR)

Se realizaron tres réplicas técnicas para cada combinacién de par de cebadores-
muestra con sus correspondientes curvas de fusion para chequear especificidad de los
productos. Se llevé a cabo en termociclador para PCR cuantitativa en tiempo real C100 Touch

Thermal Cycler CFX384 (BIORAD) y se realiz6 el siguiente protocolo:

- etapa inicial de desnaturalizacién: 1 min a 95 °C
- 40 ciclos: 3 seg a 95 °C (desnaturalizacion)

20 seg a Tm °C (anillado, elongacién y medicion de la fluorescencia)
- curva de fusién: 2 seg a 65 °C

65 °C a 95 °C (aumentando la temperatura 0,5 °C/ciclo)

El valor de Tm en el paso de hibridacién se ajusté para cada par de cebadores y varié
entre 57° C y 60° C.

Se tomaron los valores de ciclo de cuantificacién (Cq, quantification cycle) y los valores
de eficiencia de reaccién (E) calculados previamente y se trabajé con el programa CFX
Manager™ Software Security Edition (BIORAD).

Para la cuantificaciéon relativa de los transcriptos, la cantidad relativa (RQ) fue
calculada para cada amplicon teniendo en cuenta los valores E y Cqg tanto para el gen de
interés (Cqgoi) como para los genes de referencia (Cqgref). Se utilizo como valor calibrador
(Cqcal) el promedio de los Cqgs de todas las muestras y RQ se calcul6 con la suguiente

ecuacion:

RQ — Engoi—chal

Se calculé el factor de normalizacion (NF) como el promedio entre los RQ de los genes

de referencia y la cuantificacion relativa normalizada (NRQ) se calcul6:
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R
NRQ:N—g

Se realizaron pruebas t de student (p < 0,05) para el analisis de comparacion de las

medias NRQ utilizando el programa estadistico R (R Development Core Team, 2010).
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RESULTADOS

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE HERBICIDA IMAZETAPIR PARA EL

ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA

Se realiz6é un ensayo de planta entera para determinar la concentracion 6ptima de
herbicida para el analisis del transcriptoma. Existe un s6lo antecedente en la bibliografia de
una puesta a punto similar en A. thaliana (Manabe et al., 2007), no habiendo hasta la fecha
informacién similar para girasol. La concentracién 6ptima es aquella en la cual todas las
plantas susceptibles mueren mientras que las resistentes al herbicida exhiben un 100 % de
supervivencia sin dafo visible. En la Figura 2.11 se presentan los valores medios para las
variables indice de coloracion de las hojas (hue), area total foliar total (AFT), peso seco foliar
(PSF) y longitud foliar total (LFT) en funciéon de la concentracion de imazetapir. Las

concentraciones evaluadas fueron 0,7; 1; 1,8; 3,3y 6,6 uM.

Los resultados muestran que a la concentracién 0,7 uM las plantas del genotipo
susceptible (S) muestran dafios irreversibles, extremos y a los ocho dias post tratamiento
mueren. En cambio, las plantas del genotipo resistente (R) sobreviven sin efectos visibles.
Los dafos en el genotipo R comienzan a visualizarse a concentraciones de 3,3 uM para hue
y de 6,6 UM para AFT y LFT. La variable PSF no registré dafio en el genotipo R para ninguna
concentracion ensayada. De acuerdo a estos resultados, la concentracion Optima se
encuentra entre 0,7 uM y 3,3 pM. Teniendo en cuenta ensayos previos realizados por el
presente grupo de trabajo y de manera de poder correlacionar los datos con resultados

anteriores, se determiné como éptima la concentracién de imazetapir 1 uM.
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Figura 2.11. Valores medios para las variables hue, AFT, PSF y LFT de los genotipos HA 425 (R) y

HA 89 (S) para las diferentes concentraciones de imazetapir. Letras iguales indican valores similares

segun la prueba de Tukey al 5 % dentro de cada genotipo. Las barras verticales representan los errores

estandar de las medias. hue: indice de coloracion de las hojas, AFT: &rea total foliar total, PSF: peso

seco foliar, LFT: longitud foliar total. Las variables fueron evaluadas a ocho dias post tratamiento.
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DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE COLECTA POST TRATAMIENTO CON HERBICIDA ADECUADOS
PARA EL ESTUDIO DEL TRANSCRIPTOMA

Una vez determinada la concentracion Optima se realiz6 otro ensayo para establecer
el intervalo de tiempo en el cual no se produce divisién celular significativa en tejido foliar. La
importancia de establecer este intervalo para los analisis de expresién génica reside en que
durante el mismo no se estarian poniendo de manifiesto genes relacionados con la expansion
foliar de modo que se evita la confusién entre los cambios provocados por el herbicida y
aguellos relacionados con el crecimiento. La maquinaria involucrada en la division celular y
crecimiento es muy compleja y se conoce gue es una etapa de altisimos niveles de expresion
de una gran variedad de genes, resultando en una complicada interferencia al momento del
estudio de nuevos genes con menores hiveles de expresion. Por otra parte, se conoce que el
herbicida posee efectos negativos sobre la division celular pero no es el mecanismo objeto de
estudio en este trabajo y por ello resulta indispensable evitarlo.

Se evalud el crecimiento foliar (AFT y LFT) y la coloracion de las hojas (hue) a través
de los dias 0, 1, 2, 3 y 4 post tratamiento 1uM de imazetapir. En las Figuras 2.12 y 2.13 se
presentan los resultados para los genotipos resistente HA 425 (R) y susceptible HA 89 (S)

respectivamente.
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Figura 2.12. Valores medios del genotipo resistente HA 425 (R) para las variables de crecimiento AFT
y LFT y para el indice de coloracion de las hojas hue en funcién de dias post tratamiento. Letras iguales
indican valores similares segun la prueba de Tukey al 5 %. Las barras verticales representan los errores
estandar de las medias. hue: indice de coloracion de las hojas, AFT: area total foliar total, LFT: longitud

foliar total.
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Figura 2.13. Valores medios del genotipo susceptible HA 89 (S) para las variables de crecimiento AFT
y LFT y para el indice de coloracién de las hojas hue en los diferentes dias post tratamiento. Letras
iguales indican valores similares segin la prueba de Tukey al 5 %. Las barras verticales representan
los errores estandar de las medias. hue: indice de coloracién de las hojas, AFT: area total foliar total,

LFT: longitud foliar total.

Para el genotipo R se observaron diferencias significativas para los parametros de
crecimiento AFT y LFT entre los 2 y 3 dias post tratamiento (dpt). Para el genotipo S se
evidencio crecimiento foliar en las plantas control entre 1 y 2 dpt mientras que en las tratadas
con herbicida el crecimiento se detuvo a partir de 1 dpt. Los sintomas de clorosis evaluados a
través del indice de coloracion de las hojas hue se observaron a partir de 1 dpt en el genotipo

S tratado con imazetapir. Por el contrario el genotipo R no mostré sintomas de clorosis en
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este periodo. De acuerdo a lo expuesto el intervalo de tiempo en el cual no se produce

crecimiento foliar significativo esta dentro de las 24 hs post tratamiento (1dpt).

De acuerdo a estos resultados, se eligieron los siguientes tiempos de colecta post

tratamiento:

12 hs - tiempo temprano de colecta.
18 hs - tiempo intermedio de colecta.
24 hs - tiempo tardio de colecta.
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EVALUACION DE LOS NIVELES DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD AHAS IN VITRO DURANTE LOS

TIEMPOS DE COLECTA

Para evaluar el grado de inhibicién de la enzima AHAS en los tiempos de colecta
elegidos se cuantificod su actividad in vitro en hojas de plantas de ocho dias sometidas a 12,
18 y 24 hs de tratamiento IMI 1 uM vy tratamiento control MS. La actividad se cuantifico
mediante la reaccion colorimétrica para medicion de acetoina de Westerfeld (1945). Los
valores de absorbancia a 530 nm 3Abs (mg tejido)* expresados en porcentaje respecto del

tratamiento control MS se muestran en la Figura 2.14.

La actividad AHAS en todos los tiempos resultdé superior en el genotipo R. Para el
genotipo S se encuentran reducciones significativas en los valores de la actividad AHAS en
las plantas tratadas con IMI respecto de los controles para todos los tiempos evaluados. Esto
sugiere que el herbicida ya se encuentra unido al canal de acceso del sustrato de la enzima
(sitio blanco de las IMI). Para el genotipo R no se encontraron diferencias significativas entre
plantas tratadas con IMI y sus controles para el tiempo temprano de 12 hs, pero si para los
tiempos intermedio y tardio. Esto concuerda con estudios previos en los cuales se demuestra
que la mutacién que corresponde al alelo Imrl (Ala205Val) es de eficiencia moderada; el
herbicida inhibe de todas formas el canal de acceso del sustrato de la enzima y esta inhibicion
progresa con el tiempo. Esto refuerza la teoria de que la resistencia presente en la fuente de
resistencia Imisun de Kansas no se debe exclusivamente a la mutacién en el gen ahas sino

que el locus Imr2 interviene y la refuerza.
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Figura 2.14. Actividad AHAS en hojas de los genotipos Ry S para 12, 18 y 24 hs de tratamiento IMI 1
MM. Los valores de absorbancia dAbs (mg tejido)! se representan en porcentaje respecto del
tratamiento control MS. *: pruebas t de student significativas (p < 0,05) para la comparacién de medias
IMI 1 uM y control MS.
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CDNA-AFLP

ELECCION DE LA COMBINACION DE ENZIMAS DE RESTRICCION

Para elegir las enzimas de restriccién Optimas se realizé un andlisis de restriccion in
silico utilizando la aplicacion libre AFLPInSilico (Rombauts et al., 2003). Esta aplicacion es de
uso online y permite cargar las secuencias de interés posibilitando la realizacion de un andlisis

de restriccion con distintas enzimas, de a una y/o combinadas de a dos.

Se eligieron diferentes combinaciones de enzimas de restriccion y se realiz6 el andlisis
de restriccion in silico sobre las secuencias de ESTs de girasol disponibles en la base de datos
de NCBI (134474 secuencias en Febrero, 2016) (Figura 2.15).

* if you used this tool please cite our paper:
"AFLPinSilico. simulating AFLP fingerprints” (2002/3) Stephane Rombauts. Yves Van de Peer. and Pierre Rouz € Bioinformatics,
Bioinformatics. 2003 Apr 12:19(6):776-7. PMID: 12691992

Thank you.
Stephane
Sequences to submit allsequences fasta please only submit fasta formated sequences as pure ‘simple text files. no word documents or other binary thinzs
Restriction Site 1 cATG extended genetic code possible Restriction Site 2 TTAA extended genetic code possible
Length of adaptor o use 0 for non

Selective Nucleotide(s) with Sml: N wse N for non Selective Nucleotide(s) with Sﬂ; N
type of analysis ) AFLP
@ Transcript Profiling, cDNA-AFLP

(@ digest using 1 restriction enzyme

use N for non

-
HOW-TO:

- The sequences should be formatted in FASTR format, all the sequences should be stored one after the other
in 1 big pure ASCIT text file
(word documents are binary files, not pure ASCIT text!! and won't work, neither are excsl shests =tc)

=a- CAPS LOCK: OFI
>sequence 1 —_—

ACGTAGCGATRARGCAGEACTACRACGCACGRARATATCAGCAGCACTCTACRAGCAGTE

Figura 2.15. Captura de pantalla de la aplicacion libre AFLPInSilico.

Para cada combinacién de enzimas de restriccion se resolvieron fragmentos derivados
de transcriptos (FDTs) de diferente tamafio (pb), lo que permitié evaluar la eficiencia de cada

combinacion de enzimas y su nivel de cobertura definido como el nimero de fragmentos
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derivados de transcriptos de entre 100 y 1000 pb. A mayor cobertura del pool de ESTs, se
espera un mayor numero de FDTs de interés sobre el pool de ADNc propio.

Para realizar el andlisis in silico y elegir el par éptimo de enzimas de restriccion a
utilizar en el ensayo de cDNA-AFLP se eligieron tres combinaciones iniciales de dos enzimas
de restriccion de corte frecuente cada una de acuerdo a lo descripto por Stoélting et al. (2009).
Las enzimas de restriccion utilizadas son la principal causa de variacion en la cobertura del
pool de secuencias originales y por ello no es recomendable el uso de enzimas de corte poco
frecuente que reconocen sitios de seis pares de bases debido a que reducen
significativamente el numero de FDTs generados en cada reaccion de PCR. El uso de enzimas
de restriccion de corte frecuente (sitios de reconocimiento de cuatro pares de bases) permite
obtener una cobertura méas profunda del pool de ADNc (Stélting et al., 2009).

A continuacién se indican las combinaciones y el nimero de FDTs de entre 50 y 500
pb correspondiente a cada combinacion:

Combinacion 1: CviAll (CMATG) — Msel (TATAA)
Numero de TDFs: 34065

Combinacion 2: Cvigl (G"TAC) - Taql (T"CGA)
Numero de TDFs: 23950

Combinacion 3: Mael (CATAG) - Hinpll (G*"CGC)
Numero de TDFs: 11315

En la Figura 2.16 se muestra la salida de la aplicacion AFLPInSilico para la primera

combinacion.
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file eqLength|[CATG||TTAA|

1 2i[22393103|gb|BQIT75580.1BQI75580 228 74 +4 ||CATGTTAA

2 gi|90454888|gb|DY916767.1DY916767 753 47 +4 ||CATGTTAA

3 2i|211624305|gb| GE499894.1|GE499894 753 7 +4 ||CATGTTAA

4 2i[22451246/gb|BUD15726 1BU015726 347 225 | +4 ||CATGTTAA

5 i[22395024/gb|BQ977501.1BQ977501 669 354 | +4 ||CATGTTAA

6 5i[22452045|gb|BUD16525 1BU016525 346 224 | +4 ||CATGTTAA

7 5i|211640983|gb| GES08627.1|GE308627 761 35 +4 ||CATGTTAA

8 5i[22455814|gb|BU020294.1BU020294 291 109 | +4 |CATGTTAA

9 i90451386/gb|DY913269.1DY913269 838 171 | +4 |CATGTTAA

10 gil22311918|gbjBQ913139.1BQI13139 347 225 | +4 |CATGTTAA

11 2i|211643699]gb|GES12572.1|GE512572 748 37 +4 ||CATGTTAA

12 i[22462474/gb|BU0D26954 1BU026954 347 225 | +4 ||CATGTTAA

13 5i|90455433|gb|DY917312.1DY917312 767 54 +4 ||CATGTTAA

14 5i211631261|gb|GE307003.1|GE307003 763 40 +4 ||CATGTTAA

15 5i|211612734gb|GE490676.1|GE490676 638 186 | +4 |CATGTTAA

16 5i|90464395|gb|DY926274 1 DY926274 779 147 | +4 |CATGTTAA

17 gi|211650828|gb|GES18401.1|GE518401 818 91 +4 ||CATGTTAA

18 2i|211656570|gb|GES22339.1|GE522339 703 200 | +4 |CATGTTAA

19 gi|22388577|gb|BQ971056.1BQI71056 656 90 +4 ||CATGTTAA

20 i|90467495|gb|DY929374.1DY929374 321 107 | +4 |CATGTTAA

21 2i[22311848|gb|BQ913069.1BQ913069 347 225 | +4 ||CATGTTAA

22 5i[32538181|gb|CD854365.1/CD854363 429 132 | +4 |CATGTTAA

23 5i|90450296/gb|DY912179.1DY912179 732 139 | +4 |CATGTTAA

v

@Lgi\lll606802\gb|GE483727.1\GE4E3727 838 368 | +160 |CATGAAACGGGGTICGGAGCCCGTAATTGACGTCGTTAGATGTGACGGCGGTTACGGITACGCCGTTGATGTCGGIGGAG
@@\32533754|gb|CD849932.1\CD849932 678 394 || +160 | CATGACGGATAACCGACTAGGCCTCGCCTGAAACGCCGTTCTCCGCCGTTGTTGATGCGACGACGGCCGGATCAACGCC
@@\90456187|gb|DY918066.1\DY918066 892 488 || +160 |CATGGAACCCTCAGCTGCTGCTAAAAAAGCCCAACTAGATGGAGCCAAAGCTGCCAAACAAGCAACCCGAAAAGCCAA
@l[gi\lll629015\gb|GE506597.1\GE506597 773 186 || +160 |CATGGACTCTAATGGATCAACGAGTGCCAAAACGGATGGTCTGAGGTGATTTTGCTITAGCAGAGCAATATTGGCAGCTC!H
@@\32540272|gb|CD856456.1\CD856456 741 210 || +160 |CATGAAATAAGTAATAATTGAAGCTGTTGGTAAACTGATGATTCTTGTTTTCTCTTACTATGTGAATCTGTAATAAAATTGA.
@l[gi\ll1648221\gb|GE517229.1\GE517229 670 384 || +160 |CATGAAATCTTCTTCTITCTCTITGCTTGATAATGTTATGTACAGTTTTGGCCACACGTGTTTCACCTTTTGATCCCCTACAC
@@\90465008@0@‘1926887.I\DYQZGEET 451 279 || +160 |CATGGGAGATTATGTCCAAGAATGCTGGGATTGAGAAGGGCATTGCTTTTGTTGTGTAAAACAAGACGGTTTGCGTCGAAL
@@\90463005@0@‘1924884.1\DY924EE4 859 248 || +160 |CATGACTGCAGTTGTACCCGAGGTTGTTCCCGTGAAAGCACCGGCACATCAAATTCCTGGATACACTTCGCCATCGTGGG
@@\22386004@‘0&(}968483.1\BQ9684E3 320 196 || +160 |CATGGAATGGAAAAATCGAACAACTTCTITAGCATATTTTACAAGAGTGACATAGTTGTTTGAATCTTATITGACGTACAAT
@@\22305045@‘0&(}909267.1\BQ909267 355 208 || +160 |CATGGAATGGAAAAATCGAACAACTTCTITAGCATATTTTACAAGAGTGACATAGTTGTTTGAATCTTATITGACGTACAA”
@@\90445405@0@‘[9IOZSS,I\DYQJOZSS 970 229 || +160 | CATGCAGCAACGGTATCATCTGCTGCTCATCTATGTCCATATTTTGCATATGTTCAACCGGTTTACCCGTCTTCGTCATCCT
@@\32530663|gb|CD846841,1\CD846841 661 189 || +160 |CATGGATCCCGTTTATTCGGGATTTGGACAACCGNTCGGCAAAGCTTCAATGAATCAATGTTCATTIGGCTTCCCAGGCCC!
@l[g{\lll613943\gb|GE491599,1\(}E491599 752 179 || +160 |CATGACAGAGTGGCTGCGATTCTGCCACCGTCTGCTTTATACACGCAGCTTCTTGAATTTGAGTCACGTGTTGACGCTGCT
@l[g{\lll636859\gb|GE507584,1\(}E507584 652 194 || +160 |CATGTCCCAAAAACCTTTGATTGCAACTTCACGGAAGTTTGTCTTGGTGTTAGAATAGAGCCTCTTCCAGTCATCCAAAAC
@@\22315337|gb|BQ916556,1\BQ916556 414 205 || +160 | CATGGTTACCCGCAACATCAGCCTACTTGGACTGTGAAGGCACTTGAAGATGATGATTGAACATCTAAGGTCTAAGAATC
@@\2231033&@&()91JSSQ,I\BQQJ1559 525 170 || +160 |CATGTTTCCGTGAGTTGAATAAACAAGCTCAGATTCCAAAATCTATATTCTATAGCCCTTCTGTATATGATATTGGTTITAG
@Eﬂll1635751\gb|GE510335,1\GE510335 658 548 || +160 | CATGTCTGCCTACAGCCTATCTCTGTCTACCATAAGTCAGCATCTACACTGTCATTACTAAACAAGGAATCTTTCAAACCA
@Eﬂll1616976\gb|GE494112,1\(}E494112 644 404 || +160 |CATGACCCGTGTCATTCGGAGGTTTATGTAACTTGGTCCTTGGAGCAAAGTCTGCTCCACAAGTATCGCATTCATTCCCAG
@@\QO%HQH@DYQZG176,1\DY926176 722 166 || +160 |CATGAAATAAGTAATAATTGAAGCTGTTGGTAAACTGTTGATTCTIGTTTICTCTTACTATGTGTATCTGTTATAAATTTGAA
@"éﬂlll618797\gb|GE496375,1\(}E496375 549 216 || +160 | CATGTAGCACAATGTGGACACACCACCTCTATGAATGCTCGACACAAAGACAAGAAAAGAACCGATTCATTTTCCCTAA:
@@\22311101|gb|BQ912322,HBQ912322 556 214 || +160 | CATGCCTGCACCAATAGACGGAATTCAAACTGCCGTGCCAGGAAAGGCGAGGCGAGGCCATACTAACATATTTCTGGTG!
@@\EZSWWM@MDESSQQZ,I\CDBSSQQZ 313 193 || +160 [CATGGCCTCCGTATCCAGTTGAAAGGCGTCAACAACCCGGTAACGAATTTTGGTTGGAACCCGTACCCGTCGGATCTAAC
@@\90447594|gb|DY909477,1\DY909477 881 360 || +160 || CATGAAACGGGGTTCGGAACCCGTAATTGACGTCGTTAGATGTGACGGCGGTTACGGTTACGCCGTTGATGTCGGTGGAGIE]
@Eﬂlll617209\gb|GE493149,1\GE493149 779 630 || +160 || CATGAATATCAACATCATCATCAACCATCCATAGACGCCACCAGAGAATCTAATAGTTGTCGCCGGAGAAGTATCTIGGE _

Figura 2.16. Salida de la aplicacion libre AFLPInSilico. Se muestran la identidad y longitud del EST

original (gi) cortado por la combinacion estudiada. CAGT y TTAA: sitio de corte de la enzima CviAll y

Msel respectivamente. Los fragmentos derivados de transcriptos aparecen ordenados de menor a

mayor.
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Del andlisis se desprende que la combinacién de enzimas que ofrece la mayor
cobertura y que por consiguiente resulta mas informativa para el ensayo de cDNA-AFLP es la
combinacion CviAll-Msel. Estos resultados concuerdan con lo publicado por Stélting et al.
(2009).

CDNA-AFLP

Mediante cDNA-AFLP se aislaron, reamplificaron y secuenciaron 49 fragmentos.
Potenciales categorias funcionales se asignaron mediante blsquedas BLAST contra las
bases de datos: nucledtidos nr-nt - plants 3193, ESTs y proteicas nr - plants 3193, presentes
en la base de datos NCBI y contra el transcriptoma de novo HaT13l.

A continuacion se muestran las tablas con las potenciales categorias funcionales de
los 49 fragmentos secuenciados y su genotipo de origen (R: resistente, S: susceptible) (Tablas
2.6,2.7,2.8y2.9).
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Tabla 2.6. Catorce secuencias potencialmente relacionados a procesos de detoxificacién de

xenobibticos.

DETOXIFICACION

Transportadores ABC

R s
>18_CViAll_C.ab1288 >3_CviAll_C.ab1l
>21_CviAll_C.ab1289 >4_CviAll_C.abl
>75_CViAll_C.ab1512 >5_CviAll_C.ab1295

>17A _CviAll_C.ab1l
Glicosiltransferasas
>62_CviAll_C.ab1519 >16A_CviAll_C.abl
>64_ CviAll_C.ab1261 >81_CviAll_C.ab1509
>71a_1_20_CviAll_C.ab1513
Citocromos P450
>59  CViAll_C.ab1169 >59 CViAll_G.ab1169
UDP-glucuronosil/UDP-glucosiltransferasa

>62_2_ CviAll_C.ab1375

Tabla 2.7. Cuatro secuencias potencialmente relacionados a procesos de estrés hidrico.

ESTRES
Estrés Hidrico
R S
>44 _ CviAll _T.ab1492 >44_CviAll_T.ab1492
>48_ CviAll _T.ab1301

>49_ CviAll _T.ab1306

>45_ CviAll _T.ab1303
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Tabla 2.8. Veintitres secuencias potencialmente relacionadas a procesos metabdlicos generales.

PROCESOS METABOLICOS

Relacionados a Kinasa

R s
>30_CviAll_A.ab1504 >16_CviAll_A.ab1508
>31_ CviAll_A.ab1492 >78_CviAll_C.ab1448

>61_2_ CviAll_G.ab1279
>73_ CviAll_G.ab1505
>56_CvViAll_G ab1458
Proteosoma
>19_CviAll_A.abl
>21A CviAll_A.AB1513 >21A CviAll_A.ab1513
N-acetiltransferasa
>23_CviAll_C.ab1132
Aguaporinas
>37_ CviAll_T.AB1405
Actividad MID1
>46_ CviAll_T.AB1512 >46_CviAll_T.ab1512
Fotosintesis
>47 _ CviAll_T.AB1305 >47_CviAll_T.ab1305
Protein folding
>54 _ CviAll_T.AB1495
Tricomas

>57_ CviAll_G.AB1355
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PROCESOS METABOLICOS

Proteinas ribosomales

>58_ CviAll_G.AB1232 >58_CviAll_G.ab1232
>61_ CviAll_C.AB1141 >61_CviAll_C.ab1141
>66_ CviAll_C.AB1507 >66_CviAll_C.ab1507

>68_CviAll_C.ab1501
Actividad ligasa
>74_ CviAll_G.AB1500
>71B_1_10_CviAll_C.AB1153
Relacionado a auxinas
>65_CviAll_C.ab1200
Glioxilasa

>91_ CviAll_C.AB1471 >91_CviAll_C.ab1471

Tabla 2.9. Ocho secuencias a las cuales no se les pudo asignar una funcién aparente.

Sin identificacién
>17B_ CviAll_C.AB1
>19 2 CviAll_C.AB1522
>20_1_10_ CviAll |_C.AB1538
>29_CviAll _A.AB1496
>36_ CviAll _A.AB1504
>60_ CviAll_C.AB1483
>67_ CviAll I_C.AB1217

>72_ CviAll_C.AB1480
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Por otra parte, al enfocarse particularmente en las 18 secuencias relacionadas a
detoxificacién de xenobidticos y estrés y teniendo en cuenta los tiempos de colecta a los que
corresponden (Tabla 2.10):

. 12 secuencias corresponden al genotipo R. De estas, cuatro fueron obtenidas en el

tiempo de colecta 12 hs y ocho en el tiempo 24 hs.

. Ocho secuencias corresponden al genotipo S. De estas, cuatro se encontraron en el

tiempo de colecta 12 hs, una en el tiempo 18 hs y tres en el tiempo 24 hs.
Por otra parte, teniendo en cuenta el tratamiento efectuado:

. De las 12 secuencias correspondientes al genotipo R, cuatro fueron encontradas
Unicamente en el tratamiento control, cinco en el tratamiento IMI y tres fueron encontradas en

ambos tratamientos.

. De las ocho secuencias correspondientes al genotipo S, una fue encontrada
Unicamente en el tratamiento control, tres en el tratamiento IMI y cuatro fueron encontradas

en ambos tratamientos.

Tabla 2.10. Numero de secuencias encontradas para cada tiempo de colecta y tratamiento.

n° de fragmentos

Genotipo Tiempo de colecta
12 18 24
R 4 - 8
S 4 1 3

Tratamiento

Control IMI ambos
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VALIDACION MEDIANTE RTqPCR

Para la validacion de los resultados se realizaron andlisis de RTqPCR para tres genes
de interés y un gen de referencia identificados durante el analisis de cDNA-AFLP (Tabla 2.11).
Los niveles de expresién se evaluaron en los genotipos R y S, tiempo de colecta 12 hs,

tratamientos control e IMI. Se trabajo con dos réplicas biolégicas y tres réplicas técnicas.

Tabla 2.11. Identidad de los genes elegidos para validar por RTqgPCR

Genes validados por RTqPCR
transportador ABC >75 CviAll_C.ab1512 (p71)

>62_CviAll_C.ab1519 (p62)
glicosiltransferasas
>71A 1 20 _CviAll_C.ab1513 (p71)

proteina ribosomal (gen de referencia) | >58 CviAll_G.ab1232 (RefGene)

Los datos se analizaron segun lo descripto por Simon (2003). Los valores de Cq
relativizados se normalizaron respecto del gen de referencia elegido. El Cq se define como el
namero de ciclos de la RTgPCR donde la emision de fluorescencia es mayor que el nivel

minimo o umbral de deteccion.

Se realizaron pruebas t de student para el andlisis de comparacién de las medias
(Figura 2.17).
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Figura 2.17. Expresion media relativa y normalizada de los tres genes de interés y el gen de referencia
con los respectivos errores estdndar de las medias. *: Pruebas t de student (p < 0,05) respecto de la
muestra R12C significativas. Cada barra representa la media de los niveles de expresion de las dos

réplicas bioldgicas y tres técnicas de cada par genotipo-tratamiento.

El gen de referencia elegido en el analisis de cDNA-AFLP mostré un comportamiento
ideal en los ensayos de RTqPCR, expresandose de manera uniforme en todas las muestras
evaluadas. No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre las medias respecto
de la muestra R12C.

Los tres genes elegidos para su validacion mostraron una expresion significativamente
mayor (p < 0,05) en el genotipo R respecto del S para ambos tratamientos (control e IMI).
Esto concuerda con los resultados del ensayo de cDNA-AFLP.
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ANALISIS DE LOS NIVELES DE EXPRESION GENICA EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON

IMAZETAPIR MEDIANTE LA TECNICA TRUSEQ STRANDED RNA-SEQ

La extracciéon del ARN para el analisis de RNA-Seq se llevo a cabo sobre plantulas de
ocho dias del genotipo resistente HA 425, luego de 12 hs de tratamientos: i) control (solucion
nutritiva MS), ii) imazetapir 1 pM (dos réplicas biolégicas para cada tratamiento).

Los analisis de calidad del ARN inicial se realizaron mediante Agilent Bioanalyzer RNA
6000 Nano (Agilent Technologies) y mostraron una alta integridad de los mismos, fundamental
para un correcto ensayo de RNA-Seq (Figuras 2.18 y 2.19):

Ladder

Ri12C1

Ri2Z2
R12IMI1
E12IME2

FIFIriE1a

4000 — e

2000 —  —
1000 —  e—

SO0 — —
200 —

25 —— [ BN N S —

Figura 2.18. Integridad del ARN inicial evaluado mediante Agilent Bioanalyzer RNA 6000 Nano (Agilent

Technologies).
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Figura 2.19. Fluorescencia vs segundos: salida de las cromatografias Agilent Bioanalyzer RNA 6000
Nano (Agilent Technologies). Los picos del 18s ARN ribosomal (ARNr, pico a 1850 seg) y 28s ARNr
(pico a 3000 seg) son de alta intensidad y la proporcion 28/18 es aproximadamente dos. Estos son
indices de alta integridad y calidad del ARN inicial.

BIBLIOTECA DE ADNC Y SECUENCIACION

Se llevo a cabo el protocolo TruSeq Stranded RNA-Seq (lllumina) para la sintesis de
las cuatro bibliotecas de ADNc stranded y multiplex listas para secuenciar. Se chequeé la
pureza y el tamafio de los fragmentos mediante tecnologia 2100 Expert DNA 1000 Agilent
Bioanalyzer (Agilent Technologies) y se cuantificaron estrictamente mediante RiboGreen
Fluostar Optima (BMG). Las bibliotecas resultaron de buena calidad, de concentraciones
mayores a 5 ng/pl (valor minimo esperado) y un tamafio de fragmento aproximado de 260 pb
(Figura 2.20).
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Figura 2.20. Bibliotecas de ADNc de tamafio de fragmento aproximado de 260 pb y concentracion

promedio 27 ng/pl.

A partir de las bibliotecas se realizd la sintesis de los clusters sobre la placa de

secuenciacién en cBot lllumina (lllumina) y posteriormente la secuenciacién propiamente

dicha en lllumina HiSeq2000 (lllumina). Se obtuvieron reads de 100 pb.

ANALISIS DE LOS DATOS DE SECUENCIACION

El andlisis bioinformatico se realizdé en el CNS (Centre National de Séquencage) de
I'Unité de Recherche en Génomique Végétale (URGV) de INRA/CNRS, Francia.

Luego de una secuenciacion stranded, multiplex y pair-end (PE) para las cuatro

muestras, se generaron en total 93G de datos de transcriptoma:

121



Capitulo 2 - Resultados

Muestra Numero total de reads
c1 58951071
C.2 53694537
|1 42547062
|2 47904127

C_1/ 2: tratamiento control, réplicas bioldgicas 1y 2
I_1/2: tratamiento IMI, réplicas bioldgicas 1y 2

Sobre los datos crudos se realizé la limpieza de las secuencias ribosomales para evitar
interferencias en el andlisis. La calidad de las cuatro bibliotecas de reads se evalué mediante
la herramienta FastQC (version 0.10.1). El valor promedio de contenido GC (% GC) de las
bibliotecas de reads fue de 45 % mientras que el valor promedio de calidad (Q) fue = 30 para
mas del 97 % de las secuencias, indicando una alta calidad de secuenciacion. Todas las
muestras superaron los estandares de calidad propuestos por la plataforma de transcriptémica
del URGV (Figura 2.21). Los principales parametros derivados del analisis de calidad FastQC

para cada muestra son:

a) Contenido de secuencia por base: muestra el porcentaje de cada una de las cuatro

bases (T, G, C, A) para cada posicién en el read de 100 pb.

b) indice de calidad Q por base: mediante el codigo Sanger/lllumina 1.9 se asigna un
valor de indice de calidad de la secuenciacién a cada par de bases del read. Un valor de Q =

30 indica una alta calidad de secuenciacion.

c) Distribucion de indices de calidad Q por secuencia: asigna un Q promedio por read

para la muestra.

d) Distribucion de longitud de secuencia: para todos los reads de la muestra se espera

una longitud de secuencia de 100 pb.
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Figura 2.21. Principales resultados del andlisis de calidad FastQC para una de las réplicas bioldgicas
del tratamiento control. a) contenido de secuencia por base b) indice de calidad Q por base c)

distribucion de indices de calidad Q por secuencia d) distribucién de longitud de secuencia.

MAPEO

Luego del andlisis de calidad de los datos de secuenciacion se realiz6 el mapeo contra
el transcriptoma de referencia non redundant clusters HaT13l utilizando la herramienta
informética Bowtie2 (version 2.2.2) y la cuantificacion de los reads mediante Sam2Count

(version 2.2.2).

Se realizaron dos tipos de mapeo contra el transcriptoma de referencia: mapeo
incluyendo y excluyendo multiHits. Esto permitié analizar los niveles de redundancia gendémica

en girasol.
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El porcentaje de mapeo total fue similar entre las cuatro muestras para cada estrategia

de mapeo y representa una alta compatibilidad con la referencia (la plataforma URGV

considera para un ensayo robusto = 10 millones de reads paired-end mapeados).

Muestra NP° total de Reads mapeados (sin Reads mapeados (con
reads multiHits)* multiHits)*
c1 58951071 42347811 (72 %) 53388969 (91 %)
C2 53694537 38294556 (71 %) 48837320 (91 %)
1 42547062 30238729 (71 %) 38390956 (90 %)
| 2 47904127 34188981 (72 %) 43447018 (91 %)

* pares de reads propiamente mapeados contra la hebra correspondiente en la referencia

ANALISIS DE NIVELES DE EXPRESION GENICA

Mediante el método TMM del paquete estadistico EdgeR se normalizaron los valores

de expresién de los reads ensamblados en secuencias consenso, denominados contigs. Se

identificaron los contigs no expresados (genes no observados) y se filtraron aquellos con

expresion despreciable en tres de las cuatro muestras (genes filtrados). Los reads

ensamblados y mapeados con y sin multiHits para las cuatro muestras resultaron en:

Contigs expresados

n° total
Longitud media (pb)
Longitud total (Mb)

contigs = 1000 pb

EdgeR
Mapeo
con MultiHits sin MultiHits
37849 32251
1310 1335
49,59 43,05

16505 (43,6 %)

18569 (57,6 %)
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Luego de la identificacion de los contigs se realizé el andlisis de expresion diferencial.
En la Figura 2.22 se muestran las frecuencias de contigs en funcién de valores de probabilidad
(p-value) del andlisis de expresién diferencial.

o

O -

<+

S
S ®
=
I~
Q
(8]

(%)
Re}
(]

o
© o —
© (V]
O
c
(]
>
Q
(O]
pud
[N

o

o_

—

o_.

I I I I

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

p-value

Figura 2.22. Histograma de p-values. El pico a valores de p < 0,05 representa la frecuencia de los
contigs expresados diferencialmente. Una frecuencia aproximadamente constante para p > 0,05 indica

una buena modelizacién en Edge R.

A continuacioén se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el andlisis de

la expresion diferencial de contigs (Tablas 2.12 y 2.13):
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Tabla 2.12. Comparacién de los resultados del analisis de expresion EdgeR para los dos tipos

diferentes de mapeos. N° total: nUmero de contigs analizados luego del filtrado de EdgeR. *log2FC=

logz (IMI/C), IMI: nivel de expresién del contig en el tratamiento IMI 1uM, C: nivel de expresion del contig

en el tratamiento control. **ED: Expresados diferencialmente (p < 0,05). **EDI: Expresados

diferencialmente y sobreexpresados en el tratamiento IMI 1uM. ****EDC: expresados diferencialmente

y sobreexpresados en el tratamiento control. *****SED: sin expresion diferencial entre tratamientos. Los

niveles de expresion se ajustaron mediante el método optimizado FDR (Storey y Tibshirani, 2003).

EdgeR
Contigs Mapeo
con MultiHits sin MultiHits

ne total 37849 32251
log2FC > 0* 19249 16427
log2FC <0 18600 15824

ED** 52 46

EDI*** 8 8

EDC**** 44 38
SED***** 37797 32205
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Tabla 2.13. Resumen de las identidades de los contigs sobreexpresados en el tratamiento IMI 1 uM

(EDI) y de los contigs sobreexpresados en el tratamiento control (EDC).

Identidad Descripcién
ATPasas
factores de transcripcion tipo B3

EDI proteinas de transferencia de lipidos

proteinas de almacenamiento en semilla

taumatinas relacionadas a patogénesis

sintesis de aminoacidos biosintesis de aminoacidos aromaticos

liasas, alcohol oxidoreductasas, S-
oxidoreductasas, hidrolasas,

funcion catalitica general metiltransferasas, endoglucanasas, kinasas
acetiltransferasas, pectinesterasas, de unién
a Ca%*y Mg?*

EdgeR

EDC union a DNA factores de transcripcién, factores de
replicacion A
detoxificaciéon transportadores ABC, citocromos P450
respuesta en la defensa alergeno Bet v |
sistema de dos componentes proteinas de dominios CCT
transportadores de iones hierro, de oligopéptidos

Se realiz6 una busqueda especifica de genes de interés relacionados con procesos de
detoxificacién y metabolismo de xenobidéticos sobre los datos de RNA-Seq. En la actualidad
la participaciébn en mecanismos NTSR fue establecida para varias familias de genes entre
ellas: citocromos P450, glutation S-transferasas, glicosiltransferasas y transportadores ABC
(Manabe et al., 2007; Yuan et al., 2007; Délye, 2012). A modo exploratorio, la busqueda de
estas y otras familias de genes potencialmente involucradas en la detoxificacion de IMI en
girasol se limit6 a un |logzF| = 0,9 en ambos analisis (mapeo con y sin multiHits). En el analisis
de expresion previo mapeo con multiHits se encontraron 61 contigs mientras que en el analisis
sin multiHits se encontraron 47 contigs. En la Tabla 2.14 se muestra un resumen de los grupos

de genes encontrados:
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Tabla 2.14. Contigs relacionados a procesos de detoxificacién y metabolismo de xenobiéticos. sc: sin

clasificacion.

Contigs Familia Sub-familia
A
citocromos P450 1 B
72 A
74 A
75 B
76 C
77 B
82 G
83 B
85 A
93 D
97 C
704 A
706 A
707 A
C8 sc
transportadores ABC G sc
T1 sc
T2 sc
glicosiltransferasas 8 sc
UDPgI_ucuronosiI/UDP- sc sc
glucosiltransferasas
glutation S-transferasas sc sc
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Ninguno de los contigs presentd expresion diferencial entre las muestras control y las
muestras IMI 1 uM (p > 0,05).

VALIDACION MEDIANTE RTqPCR

Se eligieron 17 contigs de interés relacionados a familias de genes con particular
relevancia en mecanismos NTSR para validar sus niveles de expresion mediante RTqQPCR.
Las familias funcionales a las cuales corresponden los 17 contigs elegidos se muestran en la
siguiente tabla:

Familia n° de contigs

citocromos P450
transportadores ABC
UDP-glucuronosil/UDP-glucosiltransferasas

glicosiltransferasas

N ~ ©

glutation S-transferasas

Por otra parte, de los datos de RNA-Seq se seleccionaron aquellos dos contigs con
mayor estabilidad en los niveles de expresion en las cuatro muestras (tratamientos control,
IMI y sus respectivas réplicas bioldgicas) y que presentaron niveles de expresion cercanos a
los de los 17 contigs a verificar. Dichos contigs se utilizaron como genes de referencia en el

ensayo.

Los genes de referencia mostraron un coeficiente de variacién promedio (CV) de 8,14
% y valor de estabilidad promedio (M) de 0,24. Valores CV y M menores a 25 % y 0,5,
respectivamente, son indicadores de genes de referencia de expresion estable en las
muestras lo que indica que los genes de referencia elegidos poseen un comportamiento ideal

como tales.

Los 17 pares de cebadores elegidos para la validacién mostraron una eficiencia de

amplificacién E= 100 % + 10 % y valores de ajuste R?~0,98. En la Figura 2.23 se muestran a
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modo ilustrativo los gréaficos generados con el programa CFX Manager™ Software Security
Edition (BIORAD) descriptores de la eficiencia para uno de los pares de cebadores analizados.
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Figura 2.23. Pruebas de eficiencia de uno de los pares de cebadores disefiados para RTgPCR. La
amplificacion de cada par de cebadores se analiz6 sobre cuatro diluciones de un pool de ADNc. a)

Curvas de amplificacién, b) curvas de fusion, c¢) picos de fusion, d) curva de calibracion para calcular el
valor de eficiencia (E) del par de cebadores analizado.
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A patrtir de los valores de Cq relativizados y normalizados por los genes de referencia
elegidos se realizaron pruebas de comparacion de medias t de student. Ningun contig mostré
expresion diferencial en RTgPCR (p > 0,05).

PATRONES DE EXPRESION TISULAR

A través de la herramienta Genomics/Clusters de la base de datos HeliaGene? se
estudiaron los patrones de expresion en tejido de los contigs verificados por RTqQPCR.

La herramienta Genomics/Clusters consiste en una interfaz de visualizacion de datos
de expresién oOrgano-especifica de miARNs (micro ARNs) y mARNs derivada de la
secuenciacion del transcriptoma de referencia non redundant clusters HaT13l del LIPM
(INRA/CNRS). Dicho transcriptoma proviene de muestras de tres tejidos vegetativos (hoja,
raiz y tallo) y ocho tejidos florales (bractea, ligula, ovario, estigma y estilo, antera, corola,
semilla y polen) colectados a campo en cinco estadios de desarrollo diferentes. La
herramienta Genomics/Clusters resulta muy Gtil para la identificacion de patrones de

expresion tisular.

De los 17 contigs validados, diez presentaron sus maximos niveles de expresion en
hojas (Tabla 2.15). En la Figura 2.24 se muestra la interfaz grafica de los patrones de
expresion de cinco de los contigs validados.

a https://www.heliagene.org
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Tabla 2.15. Familia y nimero de contigs con maxima expresion en cada tejido evaluado para los 17
contigs validados por RTgPCR. Los niveles de expresion normalizados se cuantifican en RPKM (reads
per kilobase million).

Familia y nimero de contigs

Citocromos Transporatdores UDP- glicosiltransferasas glutation S-
~ P450 ABC qucur_onosiI/UDP— transferasas
Tejido glucosiltransferasas
Hoja | 7 2 1 - -
Ligula | 1 1 - - 1
Bractea | 1 - - - -
Semilla | - - 1 - -
Raiz | - 1 - 1 -
Niveles | 0,7<RPKM<84 | 0,1<RPKM<4,4 | 3<RPKM<435 30 RPKM 3 RPKM
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Figura 2.24. Patrones de expresion tisular de cinco de los contigs validados, cada uno correspondiente
a una de las familias de detoxificacion validada. a) citocromo P450 b) glicosiltransferasa c¢) UDP-

glucuronosil/lUDP-glucosiltransferasa d) transportador ABC e) glutation S-transferasa.
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DiscusION

Los mecanismos de resistencia no relacionados al sitio de accion (NTSR) provocan
una reduccion en la cantidad de moléculas de herbicida que logran alcanzar la enzima blanco
evitando los efectos nocivos del xenobi6tico (Petit et al., 2010). Implican la reduccion de los
niveles de absorcion, translocacion del herbicida y/o el aumento en la degradacion de las
moléculas de xenobiotico por parte de enzimas que contribuyen al metabolismo general de la
planta debido a una mayor expresion de los genes involucrados en dichos procesos en plantas
resistentes comparado con las susceptibles (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000; Van Eerd
et al.,, 2003; Délye, 2012). Los mecanismos NTSR pueden deberse a: i) sobreexpresion
constitutiva: los genes de resistencia se sobreexpresan en el genotipo resistente antes y
después del tratamiento con el herbicida y ii) sobreexpresién inducida por el herbicida: los
genes de resistencia se sobreexpresan en el genotipo resistente después de la aplicacion del
herbicida (Zhang et al., 2007; Duhoux y Délye, 2013). En la mayoria de los casos estudiados
en la literatura la resistencia es constitutiva y aparece como resultado a un aumento en el
metabolismo que también puede ser detectado en el genotipo susceptible (Werck-Reichhart
y Feyereisen, 2000) y este aumento en el metabolismo se debe a procesos de amplificacién
génica, sobreexpresion génica o modificaciones génicas que resultan en una degradacion
mas eficiente del pesticida (R4P Network, 2016). Los mecanismos NTSR constitutivos
resultarian més eficientes para evitar dafos fisioldgicos irremediables (Duhoux et al., 2015).
Este modelo de resistencia se evidencié para Lolium sp. donde el genotipo resistente a
herbicidas posee una expresion constitutiva de P450s mas alta que el genotipo susceptible
(Duhoux y Délye, 2013).

En el presente capitulo se llevaron a cabo dos caracterizaciones del transcriptoma de
girasol Imisun en respuesta al tratamiento con imazetapir: la primera caracterizacion fue de
dos genotipos de girasol resistente y susceptible a imidazolinonas, respectivamente mediante
la técnica cDNA-AFLP y la segunda fue del genotipo resistente mediante la técnica TruSeq
Stranded RNA-Seq.

Para el caso del analisis cDNA-AFLP se aislaron 49 fragmentos diferencialmente
expresados. Los mismos fueron re-amplificados, secuenciados y caracterizados asignando
potenciales categorias funcionales mediante busquedas BLAST contra bases de datos de
nucleotidos, ESTSs, proteicas y contra el transcriptoma de novo de girasol HaT13l. Dieciocho

secuencias alinearon con genes relacionados a detoxificacion de xenobiéticos y estrés:
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. 10 secuencias correspondientes al genotipo R. Cuatro fueron obtenidas en el tiempo
de colecta 12 hs y seis en el tiempo 24 hs.

. Seis secuencias correspondientes al genotipo S. Cuatro se encontraron en el tiempo
de colecta 12 hs, una en el tiempo 18 hs y una en el tiempo 24 hs.

. Dos secuencias se encontraron simultaneamente en ambos genotipos en el tiempo

de colecta 24 hs.
Por otra parte, teniendo en cuenta los tratamientos efectuados:

. De las 10 secuencias correspondientes al genotipo R, cuatro fueron encontradas
Unicamente en el tratamiento control, tres en el tratamiento IMI y tres fueron encontradas en
ambos tratamientos.

De las seis secuencias correspondientes al genotipo S, una fue encontrada
Unicamente en el tratamiento control, tres en el tratamiento IMI y dos fueron encontradas en
ambos tratamientos.

Las dos secuencias encontradas simultdneamente en ambos genotipos
corresponden al tratamiento IMI del genotipo R y a los tratamientos control e IMI del genotipo
S.

La presencia de contigs relacionados a detoxificacion de xenobidticos tanto en el
genotipo R como en el S sugiere que la resistencia aparece como un aumento de un
metabolismo comidn a ambos genotipos. No se encontrd una tendencia de expresiéon de los
contigs en relacion al tiempo de colecta del tejido foliar. Una hip6tesis seria que el incremento
de la expresion génica en el genotipo R ocurriria en un momento determinado del desarrollo
de la planta o del tratamiento con el xenobi6tico que no ha sido evaluado en este trabajo.
Tampoco se encontré una tendencia de expresion de los contigs en relacion al tratamiento, lo
qgue refuerza la teoria de que se trata de una sobreexpresion constitutiva de los genes de

resistencia.

En el caso del analisis TruSeq Stranded RNA-Seq se realiz6 una busqueda especifica
de genes de interés relacionados con procesos de detoxificacion y metabolismo de
xenobidticos para el genotipo R: en el andlisis de expresion previo mapeo con multiHits se
encontraron 61 contigs mientras que en el analisis sin multiHits se encontraron 47 contigs.
Estos contigs corresponden a las familias: citocromos P450, transportadores ABC, UDP-
glucuronosil/lUDP-glucosiltransferasas, glicosiltransferasas y glutation S-transferasas. El

andlisis de estos genes no mostré expresion diferencial entre las plantas bajo tratamiento
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control e IMI lo que sugiere que el metabolismo de herbicidas en el genotipo resistente es de

expresion constitutiva.

Los resultados de ambos analisis del transcriptoma concuerdan con la hipétesis de
gue los genes que participan en la detoxificacién del herbicida imazetapir en girasoles Imisun
son de expresion constitutiva y que la resistencia aparece como resultado de un aumento de
la expresion de los mismos en un momento determinado del desarrollo de la planta o del
tratamiento con el xenobiético. Estos genes participan en procesos metabolicos generales que
también puede ser detectados en el genotipo susceptible. Estos mecanismos de resistencia
no relacionados al sitio de accion podrian contribuir a la resistencia a imidazolinonas en girasol
y estar relacionados al locus Imr2. Existiria una relacion entre el locus Imr2 presente
Unicamente en el genotipo R y un incremento en el metabolismo del herbicida en un momento

determinado del tratamiento.

El andlisis global de la expresion génica es una herramienta valiosa para determinar
funciones y patrones génicos espaciales y temporales asi como de las redes metabdlicas a
las que pertenecen. Puede ser llevado a cabo mediante técnicas de hibridacion como son los
microchips o microarreglos. Sin embargo, su utilidad se ve restringida a un nimero pequefio
de organismos y de genes de referencia, poseen una sensibilidad limitada y presentan
dificultades a la hora de distinguir transcriptos de genes homologos. Estas limitaciones son
superadas por métodos alternativos basados en secuenciacion o amplificacion por PCR
(Breyne et al, 2003). EI método cDNA-AFLP ha sido ampliamente utilizado para
caracterizacién génica y para analisis cualitativos de expresion génica global (Durrant et al.,
2000; Sutcliffe et al., 2000; Kornmann et al., 2001; Breyne et al., 2003). Permite realizar
caracterizaciones robustas y reproducibles particularmente en organismos no modelo para los
cuales no hay disponible aln informacién genémica. Ademas de permitir la identificacién de
marcadores dominantes (presencia-ausencia) permite realizar analisis cuantitativos de la

expresion génica (Stolting et al., 2009).

Varios factores determinan el nimero absoluto de factores derivados de transcriptos
(FDTs) analizados por cada amplificacién selectiva en un andlisis de cDNA-AFLP, entre ellos
el nimero de bases selectivas utilizadas durante las amplificaciones de PCR selectivas, el
tamafio del pool inicial de ADNc y la combinacion de enzimas de restriccion elegidas. Ha sido
demostrado que si el nimero de fragmentos visualizados excede los 20 por PCR, existe un
riesgo significativo de co-migracion de secuencias de diferentes tamafios por lo cual los
factores antes mencionados deben ser particularmente analizados para un analisis global del

transcriptoma (Gort et al., 2006). En el presente estudio, la eleccion de la combinacién optima
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de enzimas de restriccion se llevé a cabo mediante un analisis computacional o in silico.
Debido a que las busquedas de AFLP consisten esencialmente en basquedas de motivos de
secuencia particulares, la implementacion de un analisis in silico es una herramienta directa e
inequivoca. Cada motivo de secuencia analizado esta compuesto por los sitios de
reconocimiento de las dos enzimas de restriccion y tres 0 menos pares de bases selectivas
para la amplificaciéon, generando busquedas para un maximo de 42 x 43 = 4096 motivos de
secuencia (Stolting et al., 2009). Esta aproximacion in silico brindé un marco cuantitativo
realista para el disefio del experimento de cDNA-AFLP y permitié determinar el par de enzimas

de restriccion que ofrece la mayor cobertura en las lineas de girasol en estudio: CviAll — Msel.

La tecnologia cDNA-AFLP es una herramienta poderosa para realizar perfiles
transcriptomicos. Cada vez que esta técnica se aplica a nuevos sistemas biolégicos los
protocolos existentes deben modificarse para ser adaptados a la nueva especie. El
procedimiento cDNA-AFLP llevado a cabo en el presente trabajo presenta dos variantes
principales: el método one gene - one tag y la deteccién de bandas mediante tincion con plata.
En el método one gene - one tag el numero de fragmentos AFLP por transcripto se ve reducido
a una Unica secuencia mediante la seleccion del fragmento de restriccion 3" de cada
transcripto previo a la amplificacién. Esta variante ofrece algunas ventajas sobre la original: (i)
s6lo se genera un Unico FDT por transcripto lo que incrementa la eficiencia de cobertura del
transcriptoma (fraccién del transcriptoma cubierto dada una cantidad determinada de recursos
y dada una combinacién de cebadores usada) (ii) disminucion en el ndmero total de
fragmentos analizados por electroforesis (iii) los FDTs derivados del fragmento de restricciéon
3" se ven menos afectados por la variacion debida a una incompleta retrotranscripcion de los
ARNm, disminuyendo asi el nimero de templados de ADNc necesarios para obtener un
analisis reproducible (Vuylsteke et al., 2007). En cuanto al método de deteccion de bandas,
actualmente la mayoria de los ensayos de cDNA-AFLP incluyen el revelado de los geles con
autoradiografia mientras que so6lo algunos reportes utilizan tincion con AgNOs. Sin embargo,
el uso de is6topos radioactivos esta altamente controlado en la mayoria de los paises y solo
se permite su uso en camaras especificas. La tincion con plata utilizada como método de
deteccion en el presente trabajo es segura, relativamente econdémica y permite recuperar los

FDTs directamente del gel de poliacrilamida (Xiao et al., 2009).

En la actualidad las tecnologias de secuenciacion de ultima generacion como RNA-
seq permiten el estudio mas profundo y confiable y ofrecen muchas ventajas para la
caracterizacion de la expresion génica global incluyendo alta sensibilidad y especificidad para

la deteccién de transcriptos poco abundantes, discriminacion entre secuencias muy similares
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y cuantificacion digital. Estas tecnologias pueden aplicarse a especies no modelo debido a
que los transcriptomas de referencia necesarios para la cuantificacion de la expresién pueden
ser obtenidos incluso cuando no hay datos previos de secuencias transcriptomicas disponibles
(Gaines et al.,, 2014). La técnica RNA-Seq resulta ideal para caracterizar los patrones
generales de expresion de genes de interés y para mejorar las técnicas de seleccion fenotipica
permitiendo identificar potenciales genes relacionados a mecanismos de NTSR (Duhoux et
al., 2015). Su importancia radica en que se realiza una busqueda exploratoria de aquellas
familias génicas vinculadas a procesos de detoxificacion de xenobibticos que se expresan en
el momento puntual del andlisis. Esta foto de un momento particular de la expresion génica
permite considerar los niveles de expresion de todos los contigs de interés en conjunto y
podria utilizarse como predictor de mecanismos NTSR (Duhoux et al., 2015). Las técnicas
modernas basadas en secuenciacion de Ultima generacion tal como RNA-Seq permiten
detectar extensos grupos de genes diferencialmente regulados, aproximacion de alto
potencial cuando los mecanismos de resistencia son multigénicos tal como se sugiere para
los mecanismos NTSR (R4P Network, 2016).

La técnica RNA-Seq es llevada a cabo mediante tecnologia de secuenciacion de dltima
generacion que produce millones de reads cortos de ADNc. Luego, dos estrategias pueden
ser utilizadas para construir transcriptos a partir de estos reads: alinear-ensamblar, donde el
transcripto se reconstruye alineando los reads cortos contra un genoma de referencia o
ensamblar-alinear, donde los reads se ensamblan de novo para construir los transcriptos y
estos se alinean al genoma de referencia. Mas aun, la estrategia de ensamblado de novo
también se aplica para la construccion de transcriptomas que serviran de referencia para el
resto de las secuencias obtenidas (Fan et al., 2013). La alineacién de secuencias contra un
genoma de referencia se limita a un nUmero muy pequefo de especies modelo para las cuales
se dispone de la totalidad de la informacién genémica y esta ha sido publicada. Por otra parte,
las técnicas de secuenciacion de Ultima generacion han permitido obtener transcriptomas
completos de especies no modelo de gran importancia agronémica que pueden ser utilizados
como referencia para estudios RNA-Seq (Farrell et al., 2014). A partir del desarrollo de
complejos algoritmos se logra reconstruir el transcriptoma de una especie de novo, sin ayuda
de un genoma de referencia y este se convierte en una referencia en si mismo, posibilitando
estudios de variacibn genética en regiones transcriptas y de expresion génica global.
Brevemente, para el ensamblado de transcriptomas de novo se identifican secuencias
contiguas en los reads y mediante complejos algoritmos se superponen generando contigs
cuya identidad puede ser determinada. Existe una serie de factores que afectan el éxito del

ensamblado: grado de heterocigosis, secuencias repetitivas y error intrinseco del método de
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secuenciacion asi como la complejidad de identificar potenciales variantes de splicing (Farrell
et al., 2014). Por ello, para que el ensamblado resulte robusto el mismo debe provenir del
méaximo numero de muestras posible, de una cantidad abundante de reads y de algoritmos
desarrollados particularmente para dicha especie y para dicha técnica de secuenciacion.

Mientras que la tecnologia de pirosecuenciacion 454 es Util para generar
transcriptomas de referencia de novo debido a la mayor longitud de sus reads (400-500 pb),
la tecnologia Illlumina HiSeq provee reads més cortos y una mayor cobertura, permitiendo la
deteccién y cuantificacion de transcriptos, incluso de aquellos poco abundantes (Lister et al.,
2009). En el presente estudio la secuenciacion fue llevada cabo mediante tecnologia Illumina
HiSeq2000 y los mapeos se realizaron contra el transcriptoma de referencia de girasol non
redundant clusters HaT13I gentilmente facilitado por el Laboratoire des Interactions Plantes
Micro-organisms LIPM, INRA/CNRS, Francia. El mismo proviene de un ensamblado de novo
de secuencias RNA-Seq de 55 muestras de girasol correspondientes a una linea altamente
emparentada con las lineas utilizadas en el presente trabajo de tesis. Sus 91860 contigs
(90266 péptidos) permitieron realizar un mapeo sumamente confiable y una amplia busqueda
exploratoria de genes relacionados a mecanismos NTSR. La estrategia utilizada en el
presente trabajo constituye la opcién mas informativa y conveniente para el estudio de la
expresion génica global y la identificacion de genes de interés involucrados a la resistencia a

IMI dada la no disponibilidad del genoma secuenciado para la especie.

Uno de los principales obstaculos que un experimento de RNA-seq debe superar es la
determinacion exacta del origen del transcripto detectado. Para aquellas especies no modelo
cuyas secuencias de referencia no estan disponibles los reads se autoensamblan basados en
su similitud de secuencia. La redundancia gendmica debida al alto nimero de genes
duplicados presente en organismos superiores y/o poliploides aumenta la probabilidad de que
transcriptos derivados de diferentes genes se ensamblen juntos provocando importantes
errores en la cuantificaciéon. Incluso aunque exista un genoma de referencia disponible
muchos reads cortos, especialmente los generados en experimentos lllumina, alinean con
fragmentos de idéntica secuencia en diferentes loci y por ello se excluyen de la cuantificacién
afectando los niveles de expresién estimados para el gen en cuestion (llut et al., 2012). En el
ensayo de RNA-seq realizado en el presente trabajo se realizaron dos tipos de mapeo contra
el transcriptoma de referencia: mapeo incluyendo y excluyendo multiHits. Esto permitid
analizar los niveles de redundancia genémica en girasol ya que incluir los multiHits implica
visualizar aquellos reads que mapean con el mismo E-value en varias regiones del

transcriptoma de referencia aunque se pierda el poder de cuantificacion de la técnica. El
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porcentaje de mapeo total se increment6 de 71,5 % a 90,5 % para las estrategias sin y con
multiHits respectivamente, lo que implica un analisis cualitativo y exploratorio de
aproximadamente un 19 % mas de contigs en cada muestra. Aquellos reads que alinean de
manera ambigua, es decir que mapean con idéntica probabilidad a diferentes loci en el
genoma de referencia no pueden ser asignados a un modelo génico especifico ni
cuantificados confiablemente y son generalmente descartados. Ignorar este tipo de reads
puede producir resultados falsos creando sefiales de expresion diferencial entre genes con
diferentes grados de redundancia de secuencia. Por otro lado, mantenerlos implica la particion
equitativa de los reads y por ello se producen falsos resultados cuando los genes a los cuales
estos reads son asignados poseen grandes diferencias en sus niveles de expresion (llut et al.,
2012). Por ello, realizar y considerar ambas estrategias de mapeo genera un resultado mas
robusto y confiable y es de suma utilidad cuando se trata un andlisis global de las redes
metabdlicas involucradas en un proceso particular como es el presente estudio de los
mecanismos NTSR. A diferencia del método RNA-seq cuyo analisis permite identificar
secuencias ambiguas, el error por redundancia es mucho mayor y casi imposible de eliminar
en técnicas de hibridacién como microarreglos y de corte y amplificacibn como cDNA-AFLP

para las cuales el nivel de profundidad de cobertura del transcriptoma es mucho menor.

El presente estudio amplia la informacién general disponible sobre secuencias
transcriptomicas en la especie girasol y particularmente sobre la expresion génica relacionada
a procesos de resistencia a herbicidas de la familia imidazolinonas en girasol Imisun. Las
técnicas utilizadas cDNA-AFLP y RNA-Seq estan disefiadas para el estudio global del
transcriptoma y permitieron detectar potenciales genes de detoxificacion implicados en el
caracter bajo estudio mediante la identificacién de transcriptos asociados a mecanismos de

resistencia no relacionados al sitio de accion.
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CONCLUSIONES

o La concentracién 6ptima de herbicida imazetapir (1 uM) y los tiempos de colecta del
tejido foliar post tratamiento con imazetapir (12 hs, 18 hs y 24 hs) elegidos resultaron

adecuados para el estudio del transcriptoma.

o El analisis de la actividad AHAS para el genotipo susceptible (S) en los tiempos de
colecta del tejido foliar elegidos mostré reducciones significativas en las plantas tratadas con
IMI respecto de los controles para todos los tiempos evaluados. Esto sugiere que el herbicida

ya se encuentra unido a su sitio blanco en la enzima.

o El andlisis de la actividad AHAS para el genotipo resistente (R) no mostré diferencias
significativas entre plantas tratadas con IMI y sus controles para el tiempo temprano de 12 hs,
pero si para los tiempos intermedio (18 hs) y tardio (24 hs). Esto sugiere que la mutacién Imrl
es de eficiencia moderada y que el herbicida inhibe progresivamente en el tiempo la actividad

enzimatica.

o El analisis de la actividad AHAS para el genotipo resistente (R) en los tiempos
intermedio y tardio refuerza la teoria de que la resistencia presente en la fuente Imisun no se
debe exclusivamente a la mutacion en el gen ahas sino que el locus Imr2 interviene y la

refuerza.

o Las enzimas de restriccibn elegidas para el ensayo de cDNA-AFLP resultaron

adecuadas para una alta cobertura del transcriptoma.

o Mediante el analisis de cDNA-AFLP se encontraron contigs relacionados a
detoxificacibn de xenobidticos tanto en el genotipo R como en el S, sugiriendo que la
resistencia aparece como un aumento de un metabolismo que también esta presente en el
genotipo S. Este incremento de la expresion génica ocurriria en un momento determinado del

desarrollo de la planta o del tratamiento con el xenobidtico.

o En el ensayo de cDNA-AFLP los contigs relacionados a detoxificacion de xenobibticos

no mostraron una tendencia de expresion en relacién al tiempo de colecta del tejido foliar.

o El andlisis TruSeq Stranded RNA-Seq para el genotipo R permitié identificar genes de
detoxificacion de herbicida pertenecientes a las familias citocromos P450, transportadores
ABC, UDP-glucuronosil/UDP-glucosiltransferasas, glicosiltransferasas y glutation S-

transferasas. Los genes de detoxificacion analizados no mostraron expresion diferencial entre
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las plantas bajo tratamiento control e IMI. Esto sugiere que el metabolismo de herbicidas en
el genotipo resistente es de expresion constitutiva.

o Los resultados sugieren que el metabolismo de herbicidas en girasol Imisun es
constitutivo y aparece como resultado a un aumento en el metabolismo que también puede
ser detectado en el genotipo susceptible.

o Estos resultados sugieren que mecanismos NTSR contribuirian a la resistencia a
herbicidas en esta especie y que estos mecanismos estarian relacionados al locus
modificador Imr2.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los indices de reduccién estimados para los tratamientos combinados de herbicida
con inhibidores de citocromo P450s en los ensayos en plantas completas sugieren que en la
fuente de resistencia Imisun descubierta en Kansas existiria un mecanismo de detoxificacion
mediado por isoformas de P450s particularmente inhibidas por ABT y PBO. Dichas isoformas
poseen diferente especificidad por los distintos inhibidores y tendrian un comportamiento
tejido-especifico expresadndose principalmente en raiz y hoja. El aumento de la fitotoxicidad
del herbicida al combinarse con inhibidores de P450s en la linea resistente sugiere que un
mecanismo de resistencia no relacionado al sitio de accion (NTSR) mediado por metabolismo
P450 estaria asociado al locus Imr2 y completaria a la resistencia conferida por la mutacion
la mutacion en el codon 205 del gen ahas (Imrl).

La caracterizacion del transcriptoma de las lineas HA 425 (R) y HA 89 (S) sugiere que
la resistencia aparece como un aumento de un metabolismo que esta presente en ambos
genotipos y que el incremento de la expresién génica ocurriria en un momento determinado
del desarrollo de la planta o del tratamiento con el xenobidtico. Se identificaron genes de
detoxificacion de herbicida pertenecientes a las familias citocromos P450, transportadores
ABC, UDP-glucuronosil/UDP-glucosiltransferasas, glicosiltransferasas y glutation S-
transferasas. Estas familias génicas involucradas en mecanismos NTSR contribuirian a la

resistencia a herbicidas en girasol y podrian estar relacionados al locus modificador Imr2.

Los resultados de este trabajo sugieren que el metabolismo de herbicidas en girasol
Imisun es constitutivo y aparece como resultado a un aumento en el metabolismo que también
puede ser detectado en el genotipo susceptible. Mecanismos NTSR contribuirian a la

resistencia a herbicidas en esta especie y estarian vinculados al locus modificador Imr2.
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El mecanismo de resistencia NTSR presente en girasoles Imisun constituye una
potencial fuente de variabilidad disponible para el mejoramiento del cultivo. La caracterizacion
de sus bases genéticas, bioquimicas y moleculares provee nuevas oportunidades para
explotar tanto la resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS como de otras familias
quimicas. Destinar esfuerzos a su estudio permite generar informacion de utilidad para

desarrollar nuevas variedades y estrategias efectivas de manejo de malezas.

La participacion y niveles de contribucion de nuevas isoformas de citocromo P450s en
el metabolismo de xenobibticos podrian evaluarse con nuevas combinaciones herbicida-
inhibidor, empleando diferentes compuestos de la familia de las imidazolinonas u otras
familias quimicas e inhibidores de citocromo P450s adicionales como malation o terbufos.

Los genes involucrados en el control de los mecanismos de detoxificacion relacionados
al locus modificador Imr2 podrian aislarse de girasoles Imisun y utilizarse para transformar
otros cultivos de interés con el objeto de desarrollar nuevas variedades resistentes a
herbicidas. Para continuar con el estudio de la expresion génica realizado en el presente
trabajo, seria interesante llevar a cabo andlisis con genotipos de resistencia intermedia a IMI,
en nuevos tiempos de colecta del tejido foliar e incluso en otros tejidos y bajo el tratamiento
con otros herbicidas de la familia.

Dado que los mecanismos NTSR presentan resistencia cruzada a herbicidas de
diferentes familias quimicas, el estudio y la identificacion de los genes relacionados a Imr2
permitiria la implementacion de estrategias de rotacion de herbicidas en el cultivo,
disminuyendo la probabilidad de generar malezas resistentes por el uso de herbicidas de un
anico modo de accion. La versatilidad de las enzimas relacionadas a metabolismo de
xenobidticos podria aprovecharse para el desarrollo de nuevas tecnologias basadas en una
oferta mas amplia de ingredientes activos y adyuvantes, mejorando las formulaciones y

orientando a un manejo mas eficiente y sustentable del control de malezas.

Los herbicidas son la herramienta principal para el control de malezas pero la
resistencia a estos quimicos aumenta rapidamente a nivel mundial amenazando a la
produccion global de alimento. Los mecanismos NTSR son actualmente impredecibles,
confieren resistencia a mdultiples modos de accion incluso aunque no haya habido una

aplicacion previa, poseen generalmente un control poligénico y devienen de vias de estrés
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preexistentes en la planta. Por lo tanto, resulta de suma importancia continuar con la
identificacion de genes vinculados a estos mecanismos asi como elucidar las bases genéticas
de su control, sus dinamicas evolutivas y desarrollar eficientes herramientas de diagnadstico.

Este es actualmente el mayor desafio para la investigacion de resistencia a herbicidas.

Poco se conoce acerca de los genes que controlan los mecanismos de resistencia no
relacionada a sitio de accion (NTSR) y sin embargo, comprender estos mecanismos y conocer
los genes involucrados servird para elaborar y definir estrategias de manejo proactivo que

permitan un control mas eficiente de las malezas en el cultivo de girasol.
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ANEXO

Tabla a.1. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA

425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 1,27 2 0,63 0,74 0,4929
IMI 18,23 3 6,08 7,13 0,0008
PBO 0,68 1 0,68 0,80 0,3867
PBO*IMI 1,64 3 0,55 0,64 0,6010
Error 11,93 14 0,85

Tabla a.2. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable raiz cuadrada (sqrt) de los valores de area

foliar total (AFT) de la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s

(PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI

evaluadas: 1,10 y 100 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 70,39 2 35,19 2,51 0,1171
IMI 1047,43 3 349,14 24,90 9,55E-08
PBO 2,46 1 2,46 0,18 00,6818
PBO*IMI 41,40 3 13,80 0,98 0,4284
Error 196,34 14 14,02

Tabla a.3. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea

HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida

(IM1) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100 puM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 15,13 2 7,57 3,59 0,0552
IMI 7,83 3 2,61 1,24 0,3328
PBO 0,17 1 0,17 0,08 0,7806
PBO*IMI 2,27 3 0,76 0,36 0,7830
Error 29,51 14 2,11
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Tabla a.4. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral mas larga (LL) de
la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 5,31 2 2,66 4,41 0,0326
IMI 8,46 3 2,82 4,69 0,0181
PBRO 0,61 1 0,61 1,02 0,3293
PBO*IMI 0,32 3 0,11 0,18 0,9095
Error 8,42 14 0,60

Tabla a.5. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracion de las hojas (hue) de
la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 8,39 2 4,20 1,48 0,2614
IMI 772,11 3 257,37 90,70 2.066e-09
PBO 4,84 1 4,84 1,71 0,2125
PBO*IMI 17,45 3 5,82 2,05 0,1531
Error 39,73 14 2,84

Tabla a.6. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA
89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 0,43 2 0,22 0,39 0,6815
IMI 22,59 3 7,53 13,76 0,0002
PBO 3,37 1 3,37 6,15 0,0264
PBO*IMI 0,83 3 0,28 0,51 10,6849
Error 7,66 14 0,55
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Tabla a.7. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable area foliar total (AFT) de la linea HA 89 de

genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la

interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 35,90 2 17,95 1,68 0,2210
IMI 2393,85 3 797,95 74,89 7.315e-11
PBO 0,01 1 0,01 1,3E-03 0,9721
PBO*IMI 1,06 3 0,35 0,03 0,9916
Error 149,18 14 10, 66

Tabla a.8. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea

HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida

(IM1) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100 pM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 0,07 2 0,04 0,02 0,9827
IMI 18,28 3 6,09 2,86 0,0747
PBO 0,35 1 0,35 0,16 0,6923
PBO*IMI 1,81 3 0,60 0,28 0,8369
Error 29,84 14 2,13

Tabla a.9. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral més larga (LL) de

la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de

herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100

UM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 9,22 2 4,61 5,07 0,0221
IMI 36,41 3 12,14 13,34 10,0002
PBO 0,55 1 0,55 0,61 0,4491
PBO*IMI 0,46 3 0,15 0,17 0,916l
Error 12,74 14 0,91
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Tabla a.10. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracién de las hojas (hue)
de la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 1,10 y 100
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 147,85 2 73,92 5,64 0,0159
IMI 1645,12 3 548,37 41,86 3.063e-07
PBRO 17,87 1 17,87 1,36 0,2623
PBO*IMI 37,40 3 12,47 0,95 0,4424
Error 183,39 14 13,10

Tabla a.11. Efecto del inhibidor de P450s (PBO) sobre las variables AFT, area foliar total (cm?); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral mas larga (cm) en la linea HA 89 susceptible a imazetapir.

_ ' Imazetapir __Imazetapir  Imazetapir + PBO

Variable ‘ (uM) medias + error estandar p-value®

1 1,37 +0,31 1,59 +0,11 ns

AFT 10 0,93+0,17 1,22 £0,16 ns

100 0,97 +0,18 1,03 0,35 ns

1 6,64 + 0,31 6,17 +0,35 ns

LH 10 6,74 + 0,68 5,40 + 0,59 ns

100 5,62 + 0,25 4,83+0,41 ns

1 106,71 + 2,52 104,81 + 1,58 ns

hue 10 104,44 + 4,07 108,34 + 0,99 ns

100 107 + 2,76 111,20 + 4,55 ns

1 7,58 + 0,26 6,99 + 0,58 ns

LP 10 6,43 + 1,43 6,60 + 0,42 ns

100 6,14 + 0,63 6,54 + 0,82 ns

1 4,16 0,43 4,33 +0,27 ns

LL 10 3,46 + 0,89 3,09 0,72 ns

100 2,97 + 0,87 2,48 + 1,07 ns

2 valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).
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Tabla a.12. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA
425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 14,75 2 7,37 13,84 0.0004823
IMI 18,20 3 6,07 11,39 0.0006756
PBRO 0,14 1 0,14 0,26 0.6149600
PBO*IMI 0,22 3 0,07 0,13 0.9370578
Error 7,46 14 0,53

Tabla a.13. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable area foliar total (AFT) de la linea HA 425
de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la
interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 75,58 2 37,79 4,58 0,0295
IMI 884,50 3 294,83 35,74 8.168e-07
PBO 3,29 1 3,29 0,40 0,5377
PBO*IMI 0,94 3 0,31 0,04 0,9896
Error 115,50 14 8,25

Tabla a.14. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea
HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida
(IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 4,01 2 2,01 1,25 10,3169
IMI 52,06 3 17,35 10,80 0,0006
PBO 2,65 1 2,65 1,65 0,2196
PBO*IMI 3,68 3 1,23 0,76 0,5333
Error 22,50 14 1,61
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Tabla a.15. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral mas larga (LL) de
la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 0,62 2 0,31 1,36 0,2886
IMI 7,46 3 2,49 10,84 10,0006
PBRO 0,76 1 0,76 3,33 0,0896
PBO*IMI 2,64 3 0,88 3,84 0,0339
Error 3,21 14 0,23

Total 14,70 23

Tabla a.16. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracién de las hojas (hue)
de la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 20,78 2 10,39 8,31 0,0042
IMI 299,66 3 99,89 79,87 4.788e-09
PBO 2,15 1 2,15 1,72 0,2105
PBO*IMI 9,52 3 3,17 2,54 10,0987
Error 17,51 14 1,25

Tabla a.17. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA
89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 6,93 2 3,43 12,96 0.0006507
IMI 34,09 3 11,36 42,51 2.78e-07
PBO 1,37 1 1,37 5,14 0.0397072
PBO*IMI 0,59 3 0,19 0,73 0.5482051
Error 3,74 14 0,26
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Tabla a.18. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable funcién logaritmo natural de los valores
de area foliar total (AFT) de la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de
P450s (PBO), efecto de herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI
evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 20,63 2 10,32 1,97 0,1757
IMI 1763,94 3 587,98 112,53 4.9%e-11
PBRO 0,31 1 0,31 0,06 0,8107
PBO*IMI 0,66 3 0,22 0,04 0,9879
Error 73,15 14 5,23

Tabla a.19. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea
HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de herbicida
(IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 0,53 2 0,26 0,43 0,6586
IMI 8,09 3 2,70 4,40 0,0223
PBO 0,68 1 0,68 1,12 0,3086
PBO*IMI 5,44 3 1,81 2,96 0,0686
Error 8,58 14 0,61

Tabla a.20. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral mas larga (LL) de
la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 1,52 2 0,76 2,12 0,1570
IMI 24,67 3 8,22 22,98 1.132e-05
PBO 0,60 1 0,60 1,67 0,2169
PBO*IMI 0,52 3 0,17 0,48 0,7007
Error 5,01 14 0,36
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Tabla a.21. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracién de las hojas (hue)
de la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (PBO), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (PBO*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 83,69 2 41,84 7,88 0,0051
IMI 1819,05 3 606,35 114,13 4.457e-10
PBRO 0,01 1 0,01 1,6E-03 0,9691
PBO*IMI 17,85 3 5,95 1,12 0,3745
Error 74,38 14 5,31

Tabla a.22. Efecto del inhibidor de P450s (PBO) sobre las variables AFT, area foliar total (cm?); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral més larga (cm) en la linea HA 89 susceptible a imazetapir.

_ | Imazetapir _|mazetapir  Imazetapir + PBO
Variable ‘ (UM) medias + error estandar p-value

3,3 0,90 + 0,05 1,10 + 0,06 ns

AFT 6,6 1,28+ 0,35 1,10+ 0,10 ns
20 1,07 +0,15 1,21 +0,06 ns

3,3 6,44 + 0,39 6,46 + 0,39 ns

LH 6,6 6,36 + 0,48 5,91 + 0,47 ns
20 6,54 + 0,57 5,76 + 0,71 ns

3,3 106,86 + 2,21 105,65 + 2,53 ns

hue 6,6 107,44 + 2,65 106,45 + 1,84 ns
20 111,36 + 1,78 114,37 + 0,94 ns

3,3 6,24 + 0,66 7,09 + 0,30 ns

LP 6,6 6,83 + 0,59 5,65 + 0,46 ns
20 6,06 + 0,39 4,70 + 0,47 ns

3,3 4,43 + 0,33 4,07 0,36 ns

LL 6,6 3,74 0,37 3,70 + 0,47 ns
20 2,74 + 0,54 1,97 +0,35 ns

@ valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).
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Tabla a.23. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA
425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 6,42 2 3,20 8,57 0,003706
ABT 0,20 1 0,20 0,54 0.474161
IMI 20,47 3 6,82 18,26 4.121e-05
ABT*IMI 2,07 3 0,69 1,84 0.184825
Error 5,23 14 0,37

Tabla a.24. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable area foliar total (AFT) de la linea HA 425
de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI) y la
interaccién entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 15,29 2 7,64 3,09 00,0773
ABT 3,90 1 3,90 1,58 10,2299
IMI 282,99 3 94,33 38,15 5.461e-07
ABT*IMI 0,15 3 0,05 0,02 0,9960
Error 34,62 14 2,47

Tabla a.25. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea
HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida
(IMI) y la interaccion entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 4,25 2 2,12 4,55 0,0300
ABT 2,99 1 2,99 6,42 0,0239
IMI 7,30 3 2,43 5,22 0,0325
ABT*IMI 1,01 3 0,34 0,72 0,5549
Error 6,53 14 0,47

Total 22,08 23

168



Anexo

Tabla a.26. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral mas larga (LL) de
la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 0,46 2 0,23 3,58 0,0554
ABT 0,39 1 0,39 6,14 0,0266
IMI 3,41 3 1,14 17,77 4.791e-07
ABT*IMI 0,13 3 0,04 0,68 10,5808
Error 0,90 14 0,06

Tabla a.27. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracién de las hojas (hue)
de la linea HA 425 de genotipo resistente considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor

bloque 35,29 2 17,65 6,06 0,0127

ABT 2,67 1 2,67 0,92 0,3546

IMI 275,54 3 91,85 31,54 1.75e-06
ABT*IMI 5,88 3 1,96 0,67 10,5829

Error 40,77 14 2,91

Total 360,15 23

Tabla a.28. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de hipocétilo (LH) de la linea HA
89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI)

y la interaccién entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 4,91 2 2,45 16,46 0.0002104
ABT 0,21 1 0,21 1,43 0.2507873
IMI 57,33 3 19,11 128,11 2.049e-10
ABT*IMI 3,06 3 1,02 6,84 0,9439
Error 2,08 14 0,14
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Tabla a.29. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable area foliar total (AFT) de la linea HA 89
de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida (IMI) y

la interaccion entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 41,74 2 20,87 3,05 0,0795
ABT 0,99 1 0,99 0,14 10,7094
IMI 1529,71 3 509, 90 74,54 7.54e-09
ABT*IMI 2,56 3 0,85 0,12 10,9439
Error 95,77 14 6,84

Tabla a.30. Analisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz principal (LP) de la linea
HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de herbicida
(IMI) y la interaccion entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20 uM.

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 8,59 2 4,30 17,24 0,0002
ABT 0,36 1 0,36 1,45 10,2488
IMI 7,09 3 2,36 9,49 10,0011
ABT*IMI 0,48 3 0,16 0,65 0,5975
Error 3,49 14 0,25

Tabla a.31. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable longitud de raiz lateral mas larga (LL) de
la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccién entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 2,17 2 1,08 5,12 0,0214
ABT 0,03 1 0,03 0,13 0,7283
IMI 3,39 3 1,13 5,34 0,011l6
ABT*IMI 0,38 3 0,13 0,60 0,6226
Error 2,96 14 0,21
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Tabla a.32. Andlisis de la variancia (ANOVA) para la variable indice de coloracién de las hojas (hue)
de la linea HA 89 de genotipo susceptible considerando efecto de inhibidor de P450s (ABT), efecto de
herbicida (IMI) y la interaccion entre ellos (ABT*IMI). Concentraciones de IMI evaluadas: 3,3, 6,6 y 20
UM,

F.V. SC gl CM F p-valor
bloque 51,75 2 25,87 4,22 0,0367
ABT 17,12 1 17,12 2,80 0,1167
IMI 4112,00 3 1370,67 223,80 4.619%e-11
ABT*IMI 1,69 3 0,56 0,09 0,9634
Error 85,74 14 6,12

Tabla a.33. Efecto del inhibidor de P450s (ABT) sobre las variables AFT, area foliar total (cm?); LH,
longitud de hipocétilo (cm); hue, indice de coloracion de las hojas (grados); LP, longitud de raiz principal

(cm) y LL, longitud de raiz lateral més larga (cm) en la linea HA 89 susceptible a imazetapir.

e Iz RO ST e

3,3 1,20 0,23 1,13 + 0,44 ns

AFT 6,6 1,02 0,23 0,91 + 0,27 ns
20 0,78+ 0,19 0,86 % 0,10 ns

3,3 6,76 + 0,70 6,79 0,47 ns

LH 6,6 6,40 + 0,86 6,31+ 0,76 ns
20 8,35+ 0,87 7,02 + 0,48 ns

3,3 98,08 + 3,75 96,72 + 1,19 ns

hue 6,6 98,14 + 3,47 97,15 + 2,97 ns
20 100,87 + 1,81 98,63 + 5,07 ns

3,3 7,74 0,65 7,08 0,71 ns

LP 6,6 7,36 + 1,00 7,50 + 0,86 ns
20 6,40 + 1,13 6,19 + 1,14 ns

3,3 4,24 + 0,60 4,35+ 0,65 ns

LL 6,6 4,50 + 0,81 4,06 % 0,70 ns
20 3,88+ 0,22 4,09 £ 0,41 ns

a valores de probabilidad del andlisis de contrastes ortogonales; ns: no significativo (p > 0.05).
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