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RESUMEN

RESISTENCIA A HERBICIDAS EN POBLACIONES DEL GENERO Amaranthus:
MECANISMOS MOLECULARES Y EXPRESION DE ALELOS als RESISTENTES
EN PLANTAS DE A. thaliana Y TRIGO

En los agroecosistemas, las malezas son plantas que crecen en un cultivo y que no
corresponden a la especie o al genotipo cultivado, lo cual usualmente provoca pérdidas en el
rendimiento de la produccion de dicho cultivo. El control quimico de las malezas se realiza
por medio de la aplicacién de herbicidas y constituye una de las principales herramientas en la
agricultura moderna. El sistema agro-productivo nacional esta basado desde hace mas de 20
afios en el cultivo de soja transgénica resistente a glifosato (ya sea en monocultivo, o bien, en
rotacién con maiz resistente) junto con la aplicacién del herbicida glifosato, o0 mezclas del
mismo con otras clases de herbicidas. La confianza excesiva en este sistema ha llevado a un
problema grave relacionado a la evolucion de malezas resistentes a herbicidas y a la incesante
busqueda de estrategias quimicas alternativas que complementen las ya existentes.

El primer caso de resistencia a herbicidas en Argentina fue detectado en 1996, y al dia
de la fecha existen 15 especies diferentes que han desarrollado resistencia al menos a un
herbicida, ascendiendo este nimero a 255 especies a nivel mundial. Entre ellas, se destacan
las especies del género Amaranthus, cuyo éxito radica en sus capacidades de crecimiento,
desarrollo y reproduccion. Son plantas de metabolismo C4 anuales que emergen después de
las heladas de primavera, crecen rapidamente, compiten agresivamente con los cultivos de
verano, toleran la sequia, responden a los altos niveles de nutrientes disponibles y estan
adaptadas para evitar sombras a través de una rapida elongacion del tallo. Adicionalmente,
presentan una gran variabilidad genética y una inusitadamente alta produccién de semillas,
que pueden distribuirse y germinar muy eficientemente. El objetivo de esta tesis doctoral
consistio en dilucidar las bases moleculares de la resistencia a herbicidas en poblaciones del
género Amaranthus, de manera de contribuir al disefio racional de estrategias de control vy,
eventualmente, al desarrollo de herramientas biotecnolégicas.

Como resultado de extensas investigaciones a nivel fenotipico y molecular, se pudo
confirmar la resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) en

poblaciones de Amaranthus palmeri y Amaranthus hybridus -las dos malezas mas



probleméaticas de Argentina- y develar que la resistencia estd causada por mutaciones
asociadas al sitio de accion que provocan cambios conformacionales responsables de una
resistencia de amplio espectro a todos los inhibidores de la ALS (D376E y W574L).

En lo que respecta al glifosato, una de las poblaciones de A. hybridus presentd valores
de resistencia extraordinariamente elevados comparados a los casos previamente descriptos.
Curiosamente, se pudo asociar este fenotipo de resistencia a un mecanismo de accion
completamente novedoso: una triple sustitucién aminoacidica en la 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS). Como consecuencia de estos estudios pudieron desarrollarse técnicas
que posibilitan la rapida deteccion de este nuevo mecanismo de resistencia, denominado TAP-
IVS, en un alto nimero de invividuos en simultaneo. Por su parte, las poblaciones de A.
palmeri resistentes a glifosato presentaron una alta prevalencia de la sustitucién P106S en la
EPSPS, y una incipiente amplificacion en el gen epsps.

Del mismo modo, se comprobé que la resistencia a herbicidas en A. tuberculatus del
estado de Ohio (EEUU) es un problema radicado, existiendo una dominancia de la resistencia
a glifosato, pero habiéndose detectado niveles mensurables de resistencia a lactofen (inhibidor
de la protoporfirondgeno oxidasa, PPO) y atrazina (inhibidor del Fotosistema II). Los
mecanismos moleculares dominantes fueron la amplificacion génica para glifosato y la
delecion de la glicina 210 de la PPO para lactofen. No se detectaron mecanismos asociados al
sitio de accion en el caso de la resistencia a atrazina.

Por altimo, fue posible el desarrollo de un gen marcador de selecciéon para la
transformacion de trigo basado en una version alélica als que codifica para la sustitucion en la
posicion 574, plausible de utilizarse con diferentes principios activos debido al amplio
espectro de resistencia otorgado por el gen. La rapida evolucion de maltiples mecanismos de
resistencia en las ultimas décadas, ha reafirmado la necesidad de adoptar estrategias de
manejo integradas. La informacion de los mecanismos moleculares generada resulta clave
para el disefio de tacticas de control geo-localizadas que permitan a los productores entender,
prevenir y eventualmente sobrellevar de manera sustentable el problema de resistencia en

malezas, sin contribuir a la generacion de un problema similar a largo plazo.
Palabras clave: Amaranthus palmeri; Amaranthus hybridus; Amaranthus tuberculatus;

resistencia a glifosato; inhibidores de la PPO; inhibidores de la ALS; EPSPS; transformacion

de trigo.
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ABSTRACT

HERBICIDE RESISTANCE IN Amaranthus spp: MOLECULAR MECHANISMS AND
EXPRESSION OF als RESISTANT ALLELES IN A. thaliana AND WHEAT

The first case of herbicide resistance in Argentina was detected in Amaranthus
hybridus in 1996 and, to date, 15 different species have evolved resistance to at least one
herbicide. Moreover, several populations of Amaranthus palmeri (a non-native species) with
suspected cross-resistance to ALS-inhibiting herbicides and glyphosate have been repeatedly
detected by farmers since 2013. Despite this, no extensive reports of the molecular
mechanisms endowing resistance in local Amaranthus species were published in the last
decades. The goal of this doctoral thesis was to elucidate the molecular bases of herbicide
resistance in problematic populations within the Amaranthus gender, contributing to the
rational design of management strategies and, eventually, to the development of
biotechnological tools.

The cross-resistance to ALS inhibitors was confirmed in populations of A. palmeri and
A. hybridus, the two most problematic weeds in Argentina. It was possible to reveal that
resistance was caused by target-site mutations (D376E and W574L) that cause conformational
changes responsible for a broad spectrum of resistance to all ALS inhibitors families.

Moreover, one of the A. hybridus populations also displayed an extraordinarily high
level of glyphosate resistance. Interestingly, this phenotype could be associated to a
completely novel target-site mechanism: a triple amino acid substitution in the EPSPS protein
(TAP-1VS), the target of glyphosate. As a consequence of these studies, some techniques that
enable a rapid detection of this new resistance mechanism in a high number of individuals
were developed. On the other hand, populations of A. palmeri displaying glyphosate
resistance presented a high prevalence of the P106S substitution in the EPSPS, and low leves
of epsps gene amplification as an emergent mechanism.

Additionally, it was found that herbicide resistance in A. tuberculatus of the Ohio sate
(USA) is a serious problem, with a strong dominance of glyphosate resistance, but still
measurable levels of lactofen and atrazine resistance. Gene amplification and G210 deletion
were found to be the most frequent mechanisms for glyphosate and lactofen resistance,

respectively.
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Finally, it was possible to develop a selectable marker for wheat transformation based
on an als allelic version carrying the W574L substitution, allowing the possibility of rotating
different active ingredients as selection agents.

The rapid evolution of multiple mechanisms of resistance in the last decades has
reinforced the need to integrate conventional weed management strategies to non-chemical
tactics. Information provided by the molecular mechanisms is key in the design of geo-
specific control strategies that allow producers to understand, prevent and eventually cope the

problem of herbicide resistant weeds in a sustainable way.

Keywords: Amaranthus palmeri; Amaranthus hybridus; Amaranthus tuberculatus;

glyphosate resistance; PPO inhibitors; ALS inhibitors; EPSPS; biolistic wheat transformation.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 ;OQué son las malezas?

Se conoce como “malezas” a aquellas plantas que, a modo general, interfieren con la
actividad humana tanto en areas cultivadas como no cultivadas. En los agroecosistemas, las
malezas son plantas que crecen en un cultivo y que no corresponden a la especie o al genotipo
cultivado.

Ademas de competir con los cultivos por los nutrientes, el agua del suelo y la luz, las
malezas hospedan insectos y microorganismos que pueden transmitir enfermedades, y los
exudados de sus raices y/o filtraciones de las hojas pueden directamente resultar toxicos para
las plantas cultivadas. Las malezas interfieren con la cosecha del cultivo, incrementando los
costos de tales operaciones y contaminando la produccién. Consecuentemente, la presencia de
estas plantas en las areas cultivadas reduce la eficiencia de los insumos tales como el
fertilizante y el agua de riego, favorecen la presencia de otros organismos y plagas v,
finalmente, reducen severamente el rendimiento y la calidad del cultivo (Labrada et al., 1994).

Las préacticas agricolas necesarias para eliminar las malezas que crecen en las areas
sembradas con cultivos han evolucionado conjuntamente con los sistemas de produccion de
granos. Las formas de labranza histéricamente representaron una parte importante de la
produccion agricola; siendo su principal objetivo la preparacion del suelo para facilitar la
siembra. Ademas, la preparacién de la tierra era considerada necesaria para obtener un cultivo
uniforme, sin interferencias de las malezas (Perez, 2005).

Sin embargo, las préacticas de labranza contribuian en gran medida a la erosion vy al
desgaste de los suelos haciendo que los mismos pierdan sus nutrientes y se vuelvan menos
fértiles. A finales de la década de 1980, se fue generando un nuevo concepto cuya base era la
incorporacion de practicas agronomicas conservacionistas en los sistemas de produccién. En
esa década comenzé a adoptarse el metodo de siembra directa (una forma de agricultura de
conservacion, labranza minima o labranza cero), el cual consiste en un sistema integral de
produccidn de granos que evoluciond hacia la implantacion del cultivo sin remocién del suelo
y con una cobertura permanente del mismo con residuos de cosecha (Pognolote et al., 2011).

La adopcidn de la siembra directa derivo en un sistema productivo mas sustentable, ya
que entre sus beneficios se encuentran el de mejorar el aprovechamiento del agua, proteger al

suelo contra la erosion, mejorar el balance de materia organica, permitir sembrar donde arar
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no era posible por falta de agua, prolongar el ciclo agricola, ahorrar en el uso de combustibles
y emisiones contaminantes debido a una menor cantidad de maquinaria utilizada y aumentar
el rendimiento de los cultivos (Pognolote et al., 2011; Trigo, 2011). Sin embargo, la
expansion de la siembra directa en la agricultura se debe, en parte, a la adopcion de herbicidas
de amplio espectro y al desarrollo de cultivos transgénicos resistentes a esos herbicidas en la
década del 90 (Vencill et al., 2012).

Las malezas pueden ser controladas en forma mecéanica, cultural, biolégica o quimica.
Cualquier método de control genera, inicialmente, un disturbio en la comunidad de malezas,
provocando modificaciones en su composicion y en su estructura funcional. Dentro de la
diversidad de individuos que la conforman, tendran mayores chances de sobrevivir aquellos
gue manifiesten caracteristicas de adaptacion al propio disturbio (Swanton et al., 1993;
Clements et al., 1994). Asi, estas plantas contribuiran en mayor medida a la generacion
siguiente y la frecuencia de los caracteres que otorgan aquellas ventajas adaptativas se
incrementara en las generaciones subsiguientes (Silvertown y Charlestown, 2001).
Eventualmente, la aplicacion repetida de un mismo disturbio podria generar una abundancia
tan elevada de los individuos adaptados que dicho método de control podria volverse ineficaz
sobre la nueva comunidad de malezas (Harker y Clayton, 2004).

El control quimico de las malezas se realiza por medio de la aplicacién de herbicidas y
ha llegado a convertirse en la principal herramienta en todos los programas de manejo de
malezas de la agricultura actual (Anderson, 1996; Owen, 2016). El uso extensivo de
herbicidas en la agricultura se debe a que son productos altamente fiables y eficaces, de facil
manejo y econémicamente rentables. Ademas, son agrondémicamente versatiles, es decir,
ofrecen al agricultor la posibilidad de elegir cuando y cémo controlar el problema de las
malezas, permitiendo un margen de uso que va desde la presiembra hasta la postemergencia

tardia y diversas opciones de tratamiento en cada cultivo (Bastida y Menéndez, 2001).

1.2 ;Como evoluciona la resistencia a herbicidas en las malezas?

Las malezas pueden ser tolerantes o adquirir resistencia a un herbicida particular, por
lo cual resulta relevante diferenciar estos dos conceptos que muy frecuentemente son
confundidos. La tolerancia es la capacidad natural y heredable que tienen todos los individuos
de una especie de soportar la dosis de uso de un herbicida debido a caracteristicas

morfologicas y/o fisiologicas que le son propias; por lo tanto, las poblaciones tolerantes a un
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herbicida nunca fueron susceptibles (Papa, 2002). La resistencia, en cambio, es la capacidad
natural y heredable de un subgrupo de individuos dentro de una poblacion de una especie de
no ser controlada por un herbicida que con anterioridad le afectaba intensamente (WSSA,
1998). Asi, la resistencia representa una capacidad adquirida de sobrevivir y reproducirse
frente a la accion fitotdxica de un herbicida.

Teniendo en cuenta estas definiciones, la aplicacion repetida de un mismo principio
activo (o de principios activos con el mismo modo de accion, como se detalla en la seccion
1.3) podria seleccionar positivamente a todos los individuos de una especie que por sus
caracteristicas bioldgicas presentan baja sensibilidad a ese herbicida, enriqueciendo a la
comunidad con esa especie tolerante (Radosevich et al., 2007). Por otro lado, este mismo
método de control podria favorecer la supervivencia de un namero de individuos de una
poblacién de otra especie que presentan ciertos caracteres y asi, contribuir a la disminucion de
la eficacia del método por un aumento sucesivo de la frecuencia de estos individuos
resistentes al herbicida (Gresel y Segel, 1978).

El uso de herbicidas ha sido la herramienta principal utilizada para el control de
malezas en todo el mundo desde finales de los afios sesenta. Sin embargo, el uso continuo del
mismo herbicida o la aplicacion de herbicidas con el mismo modo de accion (MoA)
inevitablemente condujo a la seleccién de poblaciones de malezas resistentes (Shaner, 2014).
Durante las Gltimas dos décadas, la adopcion extensiva de cultivos transgénicos tolerantes a
herbicidas como el glifosato llevo a la industria agroquimica a invertir menos en el desarrollo
de nuevos principios activos, particularmente aquellos con nuevos modos de accion. La rapida
eficacia combinada con la simplicidad de operacion de estos sistemas resultd en el uso
excesivo de un pequefio niumero de herbicidas, favoreciendo la evolucién de las malezas
resistentes.

Son muchos los factores que influyen en el proceso de evolucién de la resistencia y, a
grandes rasgos, pueden clasificarse en dos grupos: los factores antropologicos y los factores
biologicos.

Los factores antropoldgicos son aquellos relacionados con las intervenciones humanas
y las practicas agronémicas seleccionadas para el manejo de malezas. Estos incluyen la
eleccion de diferentes herbicidas, su frecuencia de utilizacion y las dosis de aplicacion en el
campo. Asi, la estructura quimica de cada principio activo, su analogia con otros herbicidas y

su accion residual, modulan la probabilidad con que los genes de resistencia incrementan su
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frecuencia, porque son aspectos condicionantes de la presion de seleccion (Tranel y Wright,
2002). La rotacion de herbicidas de igual modo de accién favorece la seleccion de plantas
resistentes (Holt y Le Baron, 1990), al igual que la utilizacién de herbicidas con elevada
actividad residual (Le Baron y McFarland, 1990). Otros factores de manejo agronémico como
el uso de précticas alternativas de control de malezas, rotacion de cultivos y principios activos
y alternancia en las précticas de labranza son aspectos de considerable importancia (Cardina
etal., 2002).

Los factores bioldgicos, por su parte, incluyen la ecologia, la genética, la historia de
cada especie de maleza y el mecanismo de resistencia involucrado. Asi, la frecuencia, el
namero y la dominancia de los caracteres de resistencia pre-existentes a la aplicacion de un
herbicida seran factores condicionantes en el tiempo requerido para que una poblacién resulte
en un nuevo caso de resistencia. Ademas, los costos biologicos o efectos de estos caracteres
sobre la capacidad reproductiva de la especie tendran inherentemente un impacto en la tasa de
evolucidn de la resistencia, dada la menor habilidad competitiva de las plantas resistentes en
ausencia de la presion de seleccion (Neve et al., 2003). Por ltimo, ciertos factores bioldgicos
como el porcentaje de autogamia y alogamia, la produccion de semillas y su longevidad en el
suelo, el éxito del flujo génico por dispersion de semillas y polen, tienen una incidencia
directa en la dispersion de los alelos causantes de la resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Busi et
al., 2008).

En Argentina, el sistema agro-productivo esta basado desde hace méas de 20 afios en el
cultivo de soja transgénica resistente a glifosato (ya sea en monocultivo, o bien, en una
rotacién con maiz transgénico tolerante) junto con la aplicacion del herbicida glifosato, en
algunos casos mezclado con otra clase de herbicidas. La confianza excesiva en este sistema ha
Ilevado a un problema grave relacionado a la evolucion de malezas resistentes a herbicidas. Si
bien el primer caso de resistencia a herbicidas en el pais fue detectado en 1996 (Tuesca y
Nisensohn, 2001), al dia de la fecha existen 15 especies que han desarrollado resistencia al
menos a un herbicida, y este niUmero asciende a 255 especies a nivel mundial (Heap, 2019).

Asi, la resistencia a herbicidas en malezas es hoy uno de los problemas mas
importantes que enfrentan los sistemas agropecuarios en todo el mundo (Heap, 2014). La
rapida evolucion de multiples mecanismos de resistencia en las Ultimas decadas tiene un
impacto tanto en la produccion de cultivos como en el medio ambiente, y representa un gran

desafio para los agricultores, los cientificos y el sector de la agroindustria. Este fenédmeno
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reafirma la necesidad de aumentar el conocimiento sobre los procesos que modulan la
resistencia y de adoptar estrategias de manejo integradas que no se basen solo en el control

quimico.

1.3 ;Doénde acttan los herbicidas?

Los herbicidas son productos quimicos que inhiben o interrumpen el crecimiento y
desarrollo de una planta. Los mismos poseen una afinidad muy especifica por ciertas
proteinas con funcion enzimatica localizadas en distintas regiones subcelulares.
Generalmente, la afinidad esta dada por la similitud estructural y quimica que existe entre el
sustrato natural de la enzima y el herbicida. Mediante la unién al sitio activo de la enzima o a
regiones cercanas al mismo, los herbicidas imposibilitan que el sustrato natural de la enzima
haga lo mismo y la consecuencia inmediata es la inhibicion del proceso metabdlico mediado
por dicha enzima.

Existen diversos criterios para clasificar a los herbicidas. Por su espectro de accion,
pueden ser clasificados en selectivos (eliminan algunas plantas sin dafar significativamente a
otras) o en no selectivos (son fitotdxicos para todas las especies vegetales). Por su momento
de aplicacion, pueden clasificarse en preemergentes (antes de que emerja el cultivo, pudiendo
en algunos casos utilizarse inclusive en presiembra) o postemergentes (luego de la emergencia
del cultivo). Por su movilidad dentro de la planta, pueden clasificarse en herbicidas sistémicos
(son absorbidos y transportados a toda la planta via xilema y/o floema) o de contacto (tienen
un transporte limitado y solo dafian las partes de la planta con las que entraron en contacto).
Por su persistencia, pueden ser clasificados como residuales (tienen una accion prolongada
por permanecer un tiempo considerable en el medio ambiente) o no residuales (son
rapidamente degradados). Pueden ser clasificados por su modo de accion, haciendo referencia
al proceso bioquimico que se ve afectado por el herbicida. Y por Gltimo, también pueden
clasificarse de acuerdo a su familia quimica, es decir, de acuerdo a propiedades quimicas
similares y usualmente el mismo modo de accion.

En el contexto de la resistencia a herbicidas, la clasificacion por MoA resulta una de
las méas relevantes debido a que es la que mejor describe cémo los herbicidas imponen la
presidn de seleccion sobre las malezas y su conocimiento tiene una utilidad directa en las

estrategias de control (Vencill, 2012).
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La Tabla | muestra la clasificacion de los herbicidas por modo de accion segun el

Comité de Accion para la Resistencia a Herbicidas (HRAC, por su sigla en inglés) y la Figura

| esquematiza el sitio celular de accion de cada grupo. Actualmente existen 25 modos de

accion diferentes para los mas de 200 herbicidas disponibles (algunos cuyo sitio de accion es

desconocido). Los més utilizados corresponden a los grupos A, B, C y G y encabezan el

listado de nimero de especies que han desarrollado resistencia a los mismos (Heap, 2019).

Tabla I. Modo de accion de los herbicidas segun el comité de accidn para la resistencia a herbicidas
(HRAC). Tabla adaptada de Délye et al., 2013.

Grupo
A

B

K1, K2

K3

<r

Modo(s) de accion

Inhibicién de la acetil-CoA
carboxilasa (ACCasa)
Inhibicion de la acetolactato sintasa
(ALS)

Inhibicién de la proteina D1 del
fotosistema 11
Desvio de los electrones
transferidos por la ferredoxina del
fotosistema |
Inhibicion de la Protoporfirinégeno
Oxidasa (PPO)
Inhibicién de la fitoeno desaturasa
(PDS), la hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa (HPPD) o de una
proteina desconocida
Inhibicion de la 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS)

Inhibicién de la glutamina sintasa

Inhibicion de la dihidropterato
sintasa
Aumento de la depolimerizacion de
tubulina
Inhibicion de la &cido graso sintasa
(FAS)

Inhibicion de la celulosa sintasa
Desacople de la fosforilacion
oxidativa
Inhibicion de la &cido graso
elongasa
Estimulacion de la proteina 1 de
respuesta al inhibidor de transporte
(TIR1)

Inhibicion del transporte de auxinas

Desconocido

Gen codificante de

la enzima blanco
Nuclear

Nuclear
Cloroplastico

Cloropléstico

Nuclear

Nuclear

Nuclear

Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear

Nuclear

Nuclear

Nuclear

Desconocido

Via afectada
Biosintesis de acidos grasos

Biosintesis de aminoacidos
(Leu, lle, Val)
Fotosintesis (transferencia
de electrones)
Fotosintesis (transferencia
de electrones)

Fotosintesis (biosintesis del
grupo hemo)
Fotosintesis (biosintesis de
carotenoides)

Biosintesis de aminoacidos
(Phe, Trp, Tyr)

Biosintesis de aminoacidos
(GIn)
Biosintesis de
tetrahidrofolato
Polimerizacion de
microtubulos
Biosintesis de acidos grasos

Biosintesis de pared celular
Biosintesis de ATP

Biosintesis de acidos grasos

Regulacion de los genes de
respuesta a auxina

Sefalizacion hormonal de
largo alcance
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A K3.N C.D.E.F
B.G.H

intesis /

aminoacidos

K1.K2 MICROTUBULOS

\ Organizaci Fotosintesis

Sintesis de acidos
grasos

CLOROPLASTO Sintesis de pared

<« | L

celular
NUCLEO
Transporte de TR
P |[—> P y S\ MITOCONDRIA
hormonas ' \
[ 1 . Sintesis de
% ,I’ IS tetrahidrofolato T~ I
\ y .
Semmesr’ Sintesis de ATP
Regulacion génica <z —

por hormonas T

O/ ;

Figura 1. Procesos celulares afectados por los herbicidas y clasificacion por modos de accién de
acuerdo al HRAC. Imagen adaptada de Délye et al., 2013.

1.4 ; Como actuan los herbicidas?

1.4.1 Barreras gue atraviesa un herbicida y mecanismos de resistencia

Las malezas resistentes pueden sobrevivir a la aplicacion de herbicidas a través de una
variedad de mecanismos que se pueden dividir en dos categorias amplias: los mecanismos

asociados al sitio de accion y los mecanismos no asociados al sitio de accion. La resistencia

asociada al sitio de accion (o resistencia target, RT) ocurre cuando los herbicidas alcanzan el

sitio de accién a una dosis letal, pero hay cambios en el mismo que limitan el impacto del

herbicida; mientras que la resistencia no asociada al sitio de accion (o resistencia no target,

RNT) implica mecanismos que minimizan la cantidad de herbicida activo que llega al sitio de

accion, o bien protegen contra dafios derivados de la accién del herbicida (Délye et al., 2013;

Délye et al., 2015; Powles y Yu, 2010). A diferencia de la RT, se sabe poco de los

mecanismos que producen RNT, pero parece ser una respuesta adaptativa mas general al uso

de herbicidas (Délye et al., 2013).

La Figura Il esquematiza los pasos consecutivos que atraviesa un herbicida hasta

Ilegar a su sitio de accion. Luego de su aplicacion, las moléculas del herbicida penetran en la
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planta (1), son translocadas al lugar donde se encuentra la proteina blanco (2), se acumulan en
dicho lugar (3), se unen a la proteina blanco (4) y, finalmente, interrumpen estructuras o
procesos celulares vitales (5). Por lo general, la inhibicion de vias metabolicas esenciales
deriva en la produccion de especies reactivas del oxigeno que dafian las células y, en ultima

instancia, causan la muerte de la planta.

PASOS CONSECUTIVOS DE LA ACCION DE UN HERBICIDA .

Aplicacion del
. herbicida

Translocacidna la Acumulacién en la Unidénal Al 160 celul
- o o niona la teracion celular y
1 Penetracion 2 ubicaciénde la 3 ubicacionde la - -
i - proteinablanco dafio en la planta
proteinablanco proteinablanco

Especies de
oxigeno reactivas

BLANCO . ERLANED)

d
|

STENCIA
. Especies de
oxigeno reactivas
@
BLANCO
@
. F-2
(C) Metabolismo aumentado BLANCO
. (D) Compensacion o
(A) Penetracion | (B) Tanslocacion alterada, . BLANCO ELARCY proteccion
; F-3
reducida Secuestro en vacuola . LA
BLANCO
BLANCO -
BLANCO (F) Mutacién en el
(E) Sobreproduccionde la sitio blanco

proteina blanco

Figura Il. La accién de los herbicidas seguida de su aplicacion (superior) y los mecanismos de
resistencia identificados en malezas (inferior). Los mecanismos no asociados al sitio de accion se
encuentran escritos en color negro (A, B, C y D), mientras que aquellos asociados al sitio de accién
se encuentran escritos en color azul (E y F). Figura adaptada de Délye et al., 2013.

Son muchos los mecanismos de resistencia que han evolucionado en las malezas. En el
caso de la RNT, los mecanismos incluyen: una reduccién en la penetracién del herbicida por
alteraciones en las propiedades de la cuticula o en los hébitos de la planta (A), una
translocacion reducida del herbicida hacia el sitio blanco (B), una degradacion metabolica
aumentada del herbicida (C), o una neutralizacion aumentada de moléculas citotoxicas

generadas por la accién del herbicida (D). En el caso de la RT, los mecanismos incluyen: una
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sobreproducciéon de la proteina blanco por mutaciones en regiones regulatorias o por
amplificacion génica (E), y/o mutaciones estructurales que modifican la organizacion
tridimensional y las propiedades electroquimicas de la proteina blanco (F). Estas
modificaciones estructurales podrian no afectar la afinidad de unidn del herbicida (F-1),
reducirla (F-2) o bloquearla (F-3) (Délye et al., 2013).

La magnitud de la reduccion en la afinidad de un herbicida por su sitio de unién
depende del cambio estructural en la proteina blanco. Dependiendo del herbicida, un dado
cambio estructural en la proteina puede conferir alta 0 moderada resistencia, o, en raras
ocasiones, un incremento en la sensibilidad al herbicida. Este tipo de alteraciones permiten
que la planta se vuelva resistente pero, a veces, pueden provocar un costo en la actividad de la
enzimay asi disminuir la tasa de crecimiento de la planta (Délye et al., 2013).

Para aquellas malezas que presentan resistencia a mas de un herbicida, se han
establecido algunas clasificaciones que dependen de los mecanismos implicados. Si la
resistencia a mas de un principio activo esta causada por mas de un mecanismo, se toma el
concepto de “resistencia multiple” (Patzoldt y Tranel, 2007; Yu et al., 2007), mientras que si
un solo mecanismo es responsable de dicho fenotipo, se la llama “resistencia cruzada”. Esta
ultima frecuentemente involucra a herbicidas con el mismo modo de accion (Hall et al.,
1997).

1.4.2 Historia y prevalencia de los mecanismos de resistencia

Los mecanismos de RT fueron los primeros en ser dilucidados. EI primer caso de RT
se notificd en una poblacion de Senecio vulgaris L. que mostrd resistencia a atrazina y
simazina, herbicidas pertenecientes al grupo C (Ryan, 1970). Sin embargo, no fue hasta la
década de 1980 que los casos de resistencia a herbicidas se volvieron masivos, principalmente
a los inhibidores de la acetil-Coenzima A carboxilasa (ACCasa) (Grupo A) y a los inhibidores
de la acetolactato sintasa (ALS) (Grupo B) (Shaner, 1992).

La resistencia a los inhibidores de la ACCasa y la ALS reportadas resultaron estar
causadas por mutaciones en el sitio de accion y los rasgos resultaron funcionalmente
dominantes. Contrariamente a lo que ocurria con los mecanismos de RT a triazina (Grupo C),
la resistencia a los inhibidores de ACCasa y ALS presentaba herencia nuclear, y bajos costos

bioldgicos fueron asociados con estos rasgos de resistencia (Powles y Yu, 2010). En
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consecuencia, los casos de resistencia a ambos herbicidas evolucionaron rapidamente en
numerosas especies (Kaundun, 2014; Yu y Powles, 2014).

En 1996, los cultivos genéticamente modificados tolerantes a glifosato se introdujeron
en América del Norte y del Sur, y poco mas tarde en Australia. Casi inmediatamente, se
comenzaron a informar algunos casos de malezas con resistencia a glifosato (RG) (Powles,
2008; Heap, 2019). Sin embargo, las mutaciones puntuales de la 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS, sitio de accion del glifosato) han sido poco frecuentes y confieren una
resistencia débil a dicho herbicida (Sammons y Gaines, 2014). Otro mecanismo de RT, que
involucra la sobreexpresion de la EPSPS producida por amplificacion génica, se informé en
varias malezas con RG (Gaines et al., 2010; Nandula et al., 2014; Salas et al., 2012; Tranel et
al.,, 2011). Mas aun, la participacion de una amplificacion basada en ADN circular
extracromosomico se ha propuesto recientemente como el mecanismo presente en una
poblacion de Amaranthus palmeri de Georgia (Koo et al., 2018). Ademaés, una doble
sustitucion de aminoécidos en la EPSPS, conocida por conferir altos niveles de resistencia en
lineas de maiz transgénicas comerciales, se ha informado en Eleusine indica (Yu et al., 2015)
y Bidens pilosa (Alcantara-de la Cruz et al., 2016a).

Por su parte, aunque el primer caso de RNT se informé en 1957 en una poblacién de
zanahoria silvestre (Daucus carota L.) resistente a 2,4-D (Switzer, 1957; Whitehead y
Switzer, 1967), hasta ahora, s6lo unos pocos mecanismos de RNT han sido dilucidados a
nivel molecular (Ghanizadeh y Harrington, 2017). Esto se debe a que los procesos
bioquimicos que los regulan son intrinsecamente complicados, tienen una naturaleza
cuantitativa que esta controlada por multiples genes y la informacion genémica disponible
para las especies de malezas es limitada.

La naturaleza multiple de los mecanismos de RNT tiene una incidencia directa sobre
su evolucion, ya que cada gen proporciona una fraccion de la resistencia. En otras palabras,
cuando un herbicida no logra el control total de las malezas en generaciones sucesivas, los
diferentes genes de la RNT podrian contribuir a un aumento de la resistencia a los herbicidas
(Manalil, 2014). En las especies aldgamas, donde los individuos intercambian y recombinan
alelos, el desarrollo de RNT es mas rapido que en las especies autdgamas. Ademas, la rapidez
con la que se acumulan los alelos de la RNT en una poblacion depende de la diversidad
genética inicial y del tamafio de la poblacion, la presion de seleccion y los costos de

resistencia fisica (Delye, 2013).
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La resistencia metabdlica (esquematizada en la Figura Il, inciso C) es uno de los
mecanismos de RNT mejores conocidos y generalemente se describe como un proceso de
detoxificacion vegetal que consta de cuatro fases (Bartholomew et al., 2002; Martinoia et al.,
1993). Esta resistencia se ha asociado a niveles aumentados en la actividad del citocromo P-
450 y glutation S-transferasa (GST) en especies de gramineas como Alopecurus myosuroides
y Alopecurus japonicus, Lolium rigidum, Echinochloa phyllopogon y Beckmannia
syzigachne, que mostraron resistencia a una amplia gama de herbicidas (Hall et al., 1997;
Chen et al., 2018; Busi et al., 2017; Iwakami et al., 2014; Pan et al., 2016). De manera similar,
algunos estudios han confirmado que la resistencia metabolica también puede estar presente
en las malezas latifoliadas, aunque han sido sustancialmente menos numerosos (Ma et al.,
2013; Oliveira et al., 2018; Figueiredo et al., 2018; Nakka et al., 2017; Torra et al., 2017).

Délye et al. (2013) propusieron que parte de la RNT puede ser constitutiva y otra parte
podria ser inducida porque el proceso de detoxificacion de la planta se encuentra bajo control
genético polialélico. Hasta la fecha no se ha descripto ningun factor de transcripcion
involucrado en la RNT en las malezas.

Otro mecanismo de RNT es la reduccion en la translocacion del herbicida
(esquematizada en la Figura I, inciso B), descripta como una restriccion en el movimiento del
herbicida dentro de la planta (a través del xilema y/o el floema) y/o la compartimentacion del
herbicida (secuestro en la pared celular o en la vacuola; exclusién activa de los cloroplastos)
(Délye, 2013). En Estados Unidos y en Australia se ha documentado una reduccion de la
translocacion del herbicida a los tejidos meristematicos en poblaciones resistentes a glifosato
de Conyza canadensis y Lolium rigidum, respectivamente (Feng et al., 2004; Koger y Reddy,
2005; Lorraine-Colwill et al., 2002; Wakelin et al., 2004). Dos estudios recientes informaron
la participacion de los transportadores ABC en la reduccion de la translocacién de glifosato en
Conyza canadiensis (Tani et al., 2015) y 2,4-D en Raphanus rafanistrum (Goggin et al.,
2016). Sin embargo, todavia no se han identificado alelos involucrados en el proceso.

De esta manera, mientras que los mecanismos de RT evolucionaban y eran detectados
facilmente por los malezo6logos y cientificos, los alelos de la RNT fueron acumulandose de
una forma menos llamativa y mensurable. Asi, la historia de la liebre y la tortuga parece tener
su version en el mundo de las resistencias a los herbicidas. Hoy en dia, la RNT se considera el
tipo predominante de resistencia al primer y tercer grupo de herbicidas mas utilizados del

mundo (grupos G y A) y al segundo grupo de herbicidas mas utilizados del mundo (grupo B)
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en malezas gramineas (Délye et al., 2013). De esta manera, parece que finalmente la tortuga
(RNT) esta ganandole la carrera a la liebre (RT).

1.4.3 Herbicidas inhibidores de la EPSPS

La enzima 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.19), ampliamente
conocida bajo su sinénimo 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) constituye el
blanco del herbicida glifosato, perteneciente al grupo G. Este grupo, el de las glicinas, sélo
incluye al herbicida glifosato.

La EPSPS es una de las enzimas implicadas en la via de sintesis de los aminoacidos
aromaticos triptéfano, tirosina y fenilalanina, que son necesarios para la sintesis de proteinas
que llevan al crecimiento de la planta (Steinrlicken y Amrhein, 1980). La EPSPS cataliza el
penultimo paso en la via del &cido shikimico y estd implicada, adicionalmente, en la sintesis
de numerosos metabolitos secundarios, incluyendo el tetrahidrofolato, la ubiquinona, y la
vitamina K (Gruys y Sikorski, 1999).

La via del shikimato, completamente ausente en mamiferos, peces, aves, reptiles e
insectos, estd presente en plantas y microorganismos, y la importancia de la misma se
fundamenta en la estimacion de que hasta el 35% o méas de la biomasa vegetal seca esta
representada por moléculas aromaticas derivadas de estas vias (Franz et al., 1997).

En plantas, la EPSPS esta localizada primariamente en cloroplastos y otros plastidios
(Mousdale y Coggin, 1985), aunque se han reportado formas citoplasmicas (Baylis, 2000). La
enzima es sintetizada como un precursor citoplasmatico con una secuencia N-terminal que
codifica para el péptido de transito. El péptido de transito es requerido para la translocacion
de la enzima al estroma de los plastidios, donde luego es clivado para dar lugar a la proteina
madura (Della-Cioppa et al., 1986). La EPSPS posee un peso molecular de 46 kDa y se pliega
en dos dominios similares, cada uno compuesto de tres repeticiones de la unidad de
plegamiento Bapafp (Stallings et al., 1991). En cuanto a su secuencia codificante, el gen de la
EPSPS en Amaranthus spp. parece tener alrededor de 10.229 bp y estar formado por ocho
exones y 7 intrones (Gaines et al., 2013), teniendo su secuencia codificante 1554 pb.

La EPSPS cataliza la transferencia de una unidad de enolpiruvil desde el
fosfoenolpiruvato (PEP) hacia el shikimato-3-fosfato (S3P), formando los productos 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato (EPSP) y fosfato inorganico (Figura Ill). Esta reaccion es

inusual ya que procede via clivaje de la unién carbono-oxigeno de PEP, en lugar del clivaje
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del enlace fosforo-oxigeno, como ocurre en la mayoria de las enzimas que utilizan PEP
(Walsh et al., 1996). La reaccion se produce a través de un intermediario tetraédrico formado
por S3P y PEP (Anderson y Johnson, 1990).

Fosfoenolpiruvato (PEP)
coor CH, COO- 0
3-
2. )\ . PO, CH
0O5PO CcOo0 )J\Q OH
2'O3PO OH u 2’OSPO (0] COoO0- NH;
OH HO Fenilalanina
hikimato-3-fosfato 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosato
Shik to-3-fosfato (S3P) 5-enolpiruvil-shikimato-3- P 1 N (0]
fosato sintasa (EPSPS) ' “u
i N . OH
. Glifosato — i o NH,
OOC\/ E{\/ PO4 lo] Tirosina
" HoN  H
H
Triptofano
Figura I11. Reaccion catalizada por la 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y su

participacion en la via de sintesis de aminoacidos aromaticos. En el recuadro en violeta puede
observarse la estructura del inhibidor de la EPSPS, el glifosato, y su analogia al sustrato PEP.

El glifosato inhibe a la EPSPS en una reaccién lenta y reversible, de manera
competitiva para el PEP y no competitiva para el S3P (Boocock y Coggins, 1983; Steinrticken
y Amrhein, 1984). La inhibicion ocurre a través de la formacion de un complejo ternario
EPSPS-SP3-glifosato y la union del glifosato acontece después de la formacion del complejo
binario EPSPS-S3P (Kishore y Shah, 1988). A pesar de las evidencias que sugieren a la
EPSPS como el Unico sitio de accion del herbicida, la manera exacta por la cual el glifosato
provoca la muerte de la planta estd atn en discusion (Senseman, 2007).

El glifosato es un herbicida no selectivo, postemergente y sistémico que controla una
amplia variedad de especies vegetales. Este potente herbicida es absorbido por las plantas a
través del follaje y se traslada en la seccion longitudinal de tallos y raices por via floematica
(Sprankle et al., 1975; Amrhein et al., 1980). Se utiliza ampliamente para el control de
malezas perennes con reproduccion vegetativa, ya que al ser altamente sistemico se transporta
a toda la planta (Rosales-Robles y Sanchez de la Cruz, 2006).

En lo que respecta a su residualidad, la degradacion microbiana ha sido considerada

como la principal via de descomposicion del herbicida (Souza et al., 1999). La persistencia
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del glifosato en el suelo es moderada, ya que se ha determinado que la molécula tiene una
vida media de 45-60 dias (Wauchope et al., 1992; Vereecken, 2005).

Con la expiracion de la patente del glifosato a comienzos de la década de 1990, se
favorecio la comercializacion de productos genéricos, y por ende se expandio la oferta del
herbicida por una abrupta caida del precio del mismo (Woodburn, 2000). Adicionalmente, el
desarrollo de los cultivos transgénicos de soja, maiz y algododn tolerantes a glifosato y su
masiva adopcion a partir de 1996, provoco la disminucién en el uso de otros herbicidas
comunmente utilizados.

Asi, la diversidad de estrategias para el control de las malezas fue en detrimento,
provocando una severa modificacion de los agroecosistemas, ya que el glifosato puede ser
empleado exitosamente en presiembra y en postemergencia y controla un amplio espectro de
malezas (Dill et al., 2010). Sumado a esto, la siembra directa eliminé la labranza del suelo
como herramienta mecanica para el control de malezas. La accion conjunta de estos factores
determind que se ejerza una importante presion de seleccion sobre las comunidades y
poblaciones de malezas, dirigida fundamentalmente a especies adaptadas al no laboreo y
relativamente tolerantes al glifosato. Este problema afecta especialmente a los cultivos de
soja, maiz y algoddn de los Estados Unidos, Argentina y Brasil (Duke y Powles, 2009).

Actualmente, la resistencia a este herbicida ha sido confirmada en 42 especies de
malezas (Heap, 2019). La primer maleza con RG fue Conyza canadensis, reportada en 2001
en campos sembrados con soja en EEUU (VanGessel, 2001). Unos pocos afios después de
este informe, infectd al menos 2 millones de hectareas de cultivos GM en los Estados Unidos.
Otra especie de importancia por producir grandes pérdidas econdémicas es Amaranthus
palmeri que ha surgido de regiones cultivadas con algodén en el sur de Estados Unidos.
Desde su hallazgo en 2006 (Culpepper et al., 2006), miles de campos donde se siembra
algodon han sido infestados. Otras especies de malezas en la que se han encontrado gran
cantidad de biotipos resistentes a glifosato a nivel mundial son: Alopecurus myosuroides,
Avena fatua, Avena sterellis, Echinochloa colona, Echinohloa crus-gallis, Lolium perenne
ssp. Multiflorum, Lolium rigidum y Sorghum halepense (Heap, 2019).

Dada la naturaleza de inhibidor competitivo del glifosato, que compite por el sitio
catalitico de unién a la EPSPS con el fosfoenolpiruvato (PEP), existen pocas mutaciones que

confieren resistencia a este compuesto sin afectar al funcionamiento de la enzima. Es decir,
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muchas de las mutaciones en esta enzima que le otorgarian a la planta resistencia al glifosato
podrian resultar letales para ella.

Como se describe detalladamente en la seccion 2.1, son escasos los reportes de
mecanismos de RT producidos por mutaciones en el gen epsps, y ocurren sobre todo en las
posiciones 106 y 102 de la EPSPS, siendo mucho mas frecuente otro mencamismo de RT
asociado a la amplificacion génica y ciertos mecanismos de RNT (Sammons y Gaines, 2014).
Se ha reportado una translocacién reducida del glifosato como un mecanismo de resistencia
comun en Conyza canadensis y Lolium rigidum, proveyendo un alto nivel de resistencia: de 7
a 11 veces mayor de lo que proveen las mutaciones puntuales en la EPSPS (Preston y
Wakelin, 2008). Este también es el caso de RG en sorgo de alepo que se ha encontrado en la
provincia de Salta en Argentina (Vila-Aiub et al., 2012) y en Estados Unidos (Riar et al.,
2011), el cual ha mostrado poseer resistencia debido a una disminucion de la translocacion del

herbicida y una menor absorcion por parte de la hoja.

1.4.4 Herbicidas inhibidores de la ALS

La enzima acetolactato sintasa (ALS) o acetohidroxiacido sintasa (AHAS) (EC
2.2.1.6), constituye el blanco de accion de los herbicidas pertenecientes al grupo B. Esta
enzima esta implicada en la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada: leucina, valina e
isoleucina (Devine et al., 1993). Los aminoacidos ramificados son esenciales para el
crecimiento y desarrollo de la planta, por lo que la inhibicion de su sintesis resulta letal para
muchas especies de vegetales, aunque la secuencia real del proceso fitotoxico se desconoce.

La ALS estd involucrada en el primer paso de la biosintesis de aminoacidos
ramificados tanto en plantas como en microorganismos (Subramanian et al., 1990),
catalizando dos reacciones en paralelo (Umbarger 1969 y 1978) (Figura IV-A):

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

- La condensacién de una molécula de piruvato y una de 2-cetobutirato para dar lugar
a una molécula de 2-aceto-2-hidroxibutirato (de alli el nombre de AHAS, acetohidroxiacido

sintasa). Esta via deriva en la sintesis de isoleucina.
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Dentro de este grupo B se ubican més de 50 herbicidas comerciales que pueden ser
agrupados en cinco familias quimicas (Figura 1V-B): sulfonilureas (SU), imidazolinonas
(IM1), triazolopirimidinas (TP), &cidos pirimidiniltiobenzoicos (PTB) y sulfonilaminocarbonil
triazolinonas (SCT). Todos tienen sitios de union a la ALS que se solapan parcialmente: los
herbicidas se unen a la enzima y obstruyen el canal que lleva al sitio activo; lo cual lleva a su
inhibicion (McCourt et al. 2006; Garcia et al., 2017; Lonhienne et al., 2018).

La ALS pertenece a la superfamilia de las enzimas dependientes de tiamina bifosfato
(ThDP). Este cofactor esta unido por un i6n metéalico divalente como Mg?* o Mn®*, que
coordina al grupo bifosfato del ThDP y a dos residuos altamente conservados en estas
proteinas (Hawkins et al., 1989). La ALS también se une a una molécula de flavina adenina
dinucleotido (FAD), aunque este cofactor no participa en las reacciones principales (Chang y
Duggleby, 1997). La ALS es inhibida por los productos finales de su via: valina, leucina e
isoleucina. (Miflin, 1971; Milin y Cave, 1972; Lee y Duggleby, 2002).

La mayoria de las ALS que han sido caracterizadas poseen una subunidad catalitica
(aproximadamente 65 kDa) y una subunidad regulatoria menor, que varia su tamafio entre 9 y
54 kDa, dependiendo de la especie de origen. En la ALS de plantas, esta subunidad
regulatoria estimula la actividad y confiere sensibilidad a la retroinhibicion por los
aminoacidos de cadena ramificada (Lee y Duggleby, 2001). McCourt et al. (2006) resolvieron
la estructura cristalina de la subunidad catalitica de la ALS de Arabidopsis thaliana
(denominada AtAHAS), concluyendo que el tetramero de la AtAHAS consiste en cuatro
monomeros idénticos (Muller y Schulz, 1993). Asociado a cada monémero se encuentran los
cofactores FAD y Mg-ThDP, y una molécula de SU o IMI cuando estos inhibidores estan
presentes (McCourt et al., 2005). Los cuatro sitios activos de cada tetramero se forman en la
interfase entre dos monémeros, por lo que el requerimiento minimo para la actividad de la
enzima es un dimero de subunidades cataliticas. La relevancia biolégica de los tetrameros no
estd clara; pero podrian contribuir a una estabilidad mayor de la enzima o permitir a las

subunidades regulatorias unirse mas eficientemente (Duggleby et al., 2008).
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Figura IV. A: Participacion de la acetolactato sintasa en la via de sintesis de los aminoécidos de
cadena ramificada. B: Herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa, pertenecientes a cinco
familias quimicas diferentes (adaptado de weedscience.org).

La ALS es de codificacion nuclear, la traduccién ocurre en ribosomas citosolicos y la
enzima madura se localiza en cloroplastos (Miflin, 1971; Jones et al., 1985). Al igual que en
otras proteinas de localizacion cloroplasticas, la ALS es sintetizada como un precursor de
mayor peso molecular que la forma madura, el cual es subsecuentemente translocado y
procesado (Bascomb et al., 1987). La secuencia N-terminal de la proteina madura de especies

de plantas aun no ha sido determinada con precision, pero diversos grupos de investigacion
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propusieron que el corte del péptido de transito involucra la remocion de los primeros 70-85
aminoacidos, dependiendo de la especie vegetal (Wiersma et al., 1989; Rutledge et al., 1991;
Chang y Dugglebly, 1997).

Por su parte, los genes codificantes para la ALS de varias especies vegetales han sido
clonados y secuenciados. Los primeros dos genes vegetales correspondientes a esta proteina
fueron aislados de Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum utilizando el gen de levaduras
ilv2 como sonda heterdloga de hibridacion (Mazur et al., 1987). En todas las especies de
plantas examinadas, al menos un gen als es expresado constitutivamente, aunque su nivel de
expresion puede variar entre diferentes tejidos y distintos estadios del desarrollo (Schmitt y
Singh, 1990; OQuellet et al., 1992; Keeler et al., 1993). Desde entonces, los genes als de
decenas de especies han sido clonados y caracterizados. Mientras que algunos organismos
presentan una sola isoforma de la ALS (A. thaliana y Xanthium sp.), otros presentan dos (N.
tabacum y Zea mays) y otros, familias génicas complejas (Brassica napus posee cinco genes
y Gossypium hirsutum posee seis). Un rasgo comin a todas es que los genes de las
subunidades cataliticas identificadas hasta el momento no contienen intrones (Jones et al.,
1985; Bascomb et al., 1987).

Hoy en dia, luego del glifosato, los inhibidores de la ALS son de los més utilizados
para el manejo de malezas latifoliadas y gramineas en una gran variedad de cultivos
agronomicos. La popularidad de su utilizacion radica en que son herbicidas que presentan una
amplia selectividad de cultivos (por ejemplo, los cereales suelen ser tolerantes a las SU), son
eficaces para el control de un gran espectro de malezas a dosis bajas, presentan una muy baja
toxicidad en mamiferos y poseen una actividad residual significativa (Saari et al., 1994; Yu y
Powles, 2014). La aplicacién de estos herbicidas puede realizarse en preemergencia o en
postemergencia, ya que son absorbidos por hojas y raices y transportadas por xilema y
floema, aunque el método de aplicacion recomendado es especifico para cada tipo de
herbicida dependiendo de su residualidad (Robles y Esqueda, 2006).

Las primeras malezas reportadas resistente a estos herbicidas fueron Lolium rigidum
en Australia en 1982 (Heap y Knight, 1986) y Lactuca serriola en 1987 en Estados Unidos
(Mallory-Smith et al., 1990). Las poblaciones resistentes fueron seleccionadas por las
aplicaciones repetidas anuales de esta clase de herbicidas. Hoy en dia, representan el grupo
con mayor numero de especies resistentes, ascendiendo a un total de 160 (Heap, 2019), entre

las cuéles se destacan: Amaranthus palmeri, Amaranthus retroflexus, Amaranthus
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tuberculatus, Ambrosia artemisiifolia, Avena fatua, Conyza canadensis, Echinocloa crus-
galli, Kochia scoparia, Lolium perenne ssp. multiflorum, Lolium rigidum y Stellaria media.

Debido a que los herbicidas inhibidores de la ALS no se unen al sitio catalitico de esta
enzima (McCourt et al., 2006), existe una gran variedad de mutaciones potenciales que
pueden ocurrir en el gen de la ALS, y por ende una alta frecuencia de aparicion de resistencia
a estos compuestos quimicos (Tranel y Wright, 2002). Las mutaciones reportadas mas
frecuentemente asociadas a la resistencia ocurren en los siguientes residuos de aminoacidos:
Ala 122 (A122), Pro 197 (P197), Ala 205 (A205), Asp 376 (D376), Trp 574 (W574) y Ser
653 (S653). Otras mutaciones que también parecerian conferir resistencia, pero que sélo han
sido encontradas en una o pocas especies implican a los aminoacidos: Arg 377, Gly 654, Asp
630, Leu 662, Ser 186, Lis 416, Pro 188 y Gly 95 (Laplante et al., 2009; Massa et al., 2011;
Rajguru et al., 2005; Okuzaki et al., 2007; Siboni et al., 2002; Heap, 2019). Los nameros
corresponden a posiciones aminoacidicas de la secuencia de referencia de Arabidopsis
thaliana.

Se han observado patrones variables de resistencia cruzada entre diferentes clases de
inhibidores de ALS, dependiendo de la posicion de la mutacion y el aminoacido reemplazado
(Shaner, 1999). Generalmente, los patrones de resistencia cruzada asociados a una alteracion
de la ALS pueden ser clasificados como resistentes a SU y TP, resistentes a IMI y PTB, o
resistentes a las cuatro o cinco familias de inhibidores (Tranel y Wright, 2002). Las
sustituciones en los aminoacidos A122 o S653 conferirian resistencia a IMI con bajo nivel de
resistencia a SU (Bernasconi et al., 1995; Devine y Eberlein, 1997; Patzoldt y Tranel, 2001);
en cambio, una sustitucion en la P197 otorgaria resistencia a SU pero resistencia cruzada baja
o nula a IMI (Guittieri et al., 1992). Las mutaciones en la A205 darian resistencia a cuatro
clases de herbicidas, aunque mostrando bajos niveles de resistencia a algunas de ellas
(Bernasconi et al., 1995; Woodworth et al., 1996). Por ultimo, el cambio en los aminoacidos
W574 y D376 otorgaria resistencia cruzada a las cinco familias de herbicidas de este grupo
(Whaley et al., 2007; Beckie y Tardif, 2012).

1.4.5 Herbicidas inhibidores de la PPO

La protoporfirindgeno oxidasa IX (PPO, EC 1.3.3.4) cataliza la oxidacion de

protoporfirindgeno a protoporfirina IX y es la Gltima enzima comdn en la via biosintética del
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tetrapirrol que produce hemo y clorofila (Jacobs y Jacobs, 1984; Beale y Weinstein, 1990). En
las plantas, la biosintesis de clorofila tiene lugar exclusivamente en los plastidios, mientras
que el hemo se produce tanto en los plastidios como en las mitocondrias (Smith et al., 1993;
Chow et al., 1997). Asi, existen dos isoformas de la PPO en plantas, ambas de codificacion
nuclear: PPO1 (cloroplastica y codificada por el gen PPX1) y PPO2 (mitocondrial y
codificada por el gen PPX2) (Figura V).

Se ha comprobado que cuando las plantas susceptibles se tratan con inhibidores de la
PPO, el sustrato de ésta, protoporfirindgeno 1X, se acumula y es exportado desde los
organulos al citoplasma (Jacobs y Jacobs, 1993). Alli, enzimas con actividad peroxidasa
presentes en la membrana plasmatica e insensibles al herbicida lo convierten en protoporfirina
IX (Lee y Duke, 1994). Este compuesto, caracterizado por ser un pigmento pardo-rojizo
altamente fotodinamico, se acumula en el citoplasma y, en presencia de luz, induce la
formacion de oxigeno singlete produciendo una rapida peroxidacion de los lipidos de la
membrana plasmética (Duke et al., 1991). Esta modelo se ha resumido esquematicamente en
la Figura V.

Los herbicidas de este grupo (E) pertenecen a siete familias quimicas diferentes:
difeniléteres, fenilpirazoles, N-fenilftalimidas, tiadiazoles, triazolinonas, oxadiazolas,
oxazolidindiona y pirimidindionas. Estos compuestos quimicos son absorbidos por el follaje y
actlan como herbicidas de contacto, si bien pueden tener una limitada movilidad via
apoplasto (Devine, 2002). Son aplicados generalmente en postemergencia de las malezas,
excepto algunos pocos que se pueden aplicar en preemergencia (Arregui y Puricelli, 2008;
Duke y Dayan, 2011).

Los herbicidas inhibidores de la PPO controlan basicamente malezas latifoliadas
anuales, aunque algunos como el oxadiazon también tienen efecto sobre gramineas anuales
(Grossmann, 2000). Su efecto residual es sustancialmente variable dependiendo del principio
activo; mientras que algunos no poseen efecto residual ya que son adsorbidos a la materia
organica y arcillas del suelo y son sensibles a la descomposicién microbiana, otros pueden

permanecer activos hasta ocho semanas (Arregui y Puricelli, 2008; Oliveira et al., 2011).

INTRODUCCION GENERAL | 20



PARreD
CELULAR
MITOCONDRIA
Matriz mitocondrial ”
Protoporfirina [X m* a
Protoporfirinégeno I)\(_) PPO2
» CrrosoL
0,
A
CLOROPLASTO
Grupo _ Estroma ‘
hemo *Protoporfirina 1X
o om oo A
“~ ‘ Ly
Clorofila - = v\ y\ PPO1 Prolopoiﬁrina IX
L) ¢— 4— <4— Protoporfirina IX ‘ A
e T Peroxidasas
Glutamato —» —» — Protoporfirinogeno IX gt Protoporfirinogeno X
‘ & Herbicidas
inhibidores de la
PP 0 (Grupo E)

Figura V. Participacion de la protoporfirinégeno oxidasa (PPO) en la via de sintesis del grupo
hemo y clorofila. Los herbicidas del grupo E inhiben esta enzima y provocan una acumulacién de
protoporfirindgeno IX que sale al citosol y provoca una respuesta oxidativa. Imagen adaptada de Li
et al. (2003).

Estos herbicidas fueron alguna vez ampliamente utilizados en el control postemergente
de malezas latifoliadas en cultivos de soja, ya que esta especie es naturalmente tolerante a los
inhibidores de la PPO por un mecanismo de rapida degradacion metabdlica (Dayan et al.,
1997). Sin embargo, cuando se reportd por primera vez la resistencia a PPO en poblaciones de
A. tuberculatus (Shoup et al., 2003), el uso de estos herbicidas ya habia disminuido
abruptamente debido a la adopcion masiva de la soja tolerante a glifosato. A pesar de que la
resistencia a inhibidores de la PPO ha evolucionado sélo en 13 especies hasta el momento
(Heap, 2019), el nimero de casos de resistencia no deja de aumentar (Falk et al., 2005;
Wuerfell et al., 2015; Heap, 2019). Este fendbmeno probablemente se deba a que los

inhibidores de la PPO son hoy una de las principales opciones para el control quimico en
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agroecosistemas donde las comunidades de malezas han desarrollado resistencia maltiple a
glifosato e inhibidores de la ALS.

Los estudios con biotipos resistentes en las especies Amaranthus tuberculatus y
Amaranthus palmeri revelaron una novedosa e inesperada mutacion en la cual la resistencia es
conferida por la delecion de un aminoécido (Patzoldt et al., 2006; Salas et al., 2016). Se trata
de una pérdida de un codon completo en el gen PPX2L que codifica una PPO de localizacién
dual (cloroplastica y mitocondrial), que causa la eliminacion de una glicina en la posicion
210. Este es el Unico reporte existente hasta el momento de una resistencia a herbicidas
causada por la pérdida de un aminoacido.

La delecion de la G210 confiere altos niveles de resistencia a los herbicidas
inhibidores de la PPO con muy poco efecto sobre la afinidad por su sustrato. Segun estudios
de dinamica molecular, se concluyé gue si bien dicha mutacion no tiene impacto en la union
del sustrato, la enzima posee una eficiencia catalitica reducida debido a un sustancial
reordenamiento estructural del sitio activo (Dayan et al., 2010). A su vez, estos estudios
confirmaron que sustituciones simples en la Gly-210 brindarian poca o ninguna resistencia, o
bien reducirian en gran medida la funcionalidad de la PPO.

Se considera que la eliminacién de un aminoécido (~107%) es un evento evolutivo
muchisimo més raro que una sustitucion (~107°) (Gressel y Levy, 2006). Por lo tanto, el
requisito para la pérdida simultanea de tres nucledtidos en la secuencia codificante del gen
diana, sumado a la doble localizacion del producto del gen en cloroplastos y mitocondrias,
deberia limitar la evolucion de este mecanismo de resistencia. Sin embargo, esta es la
mutacion que estan apareciendo en numerosas poblaciones de A. tuberculatus resistentes en
los Estados Unidos (Lee et al., 2008; Wuerfell et al., 2015). Este mecanismo de resistencia
nuevo y poco probable vuelve a demostrar como el poder de la presion de seleccion puede
evidenciar rasgos raros e inesperados capaces de otorgar resistencia. Hasta ahora, el uso
continuado de los inhibidores de la PPO aplicados en preemergencia, junto con una aparente
falta de reduccion en la aptitud de los fenotipos resistentes, ha probablemente contribuido al
mantenimiento del alelo de resistencia.

Dado que algunos herbicidas inhibidores de PPO suelo-residuales todavia
proporcionan un control adecuado de los biotipos resistentes a herbicidas de otros grupos,
siguen siendo una de las opciones mas viables para el control de muchas especies resistentes

de Amaranthus que provocan importantes pérdidas en cultivos de soja y algoddn. Si bien no
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se han detectado malezas resistentes a este grupo de herbicidas en Argentina, la historia ha
demostrado que el uso intensivo de cualquier herbicida resulta en la seleccion de genes que
confieren resistencia en las poblaciones de malezas.

1.4.6 Herbicidas inhibidores del fotosistema Il

La fotosintesis implica la captura y transduccion biofisica de la energia solar para
impulsar el transporte de electrones y subsecuentemente producir el NADPH y ATP
requeridos para la sintesis de hidratos de carbono a partir de CO,. Basicamente, los herbicidas
del grupo C compiten con la plastoquinona (PQ) en el sitio de unién a la proteina D1 dentro
del complejo del fotosistema Il (PSII) (Figura VI).

Sitio de union de los
herbicidas inhibidores

Proteina Proteina . )
del fotosistema II (Grupo ©)

Estroma D2 DI

Membrana
tilacoide

2 H,0 4H" + 20,

Fotosistema I1

Figura VI. Esquema del Fotosistema Il en la membrana tilacoide. La flecha amarilla indica el sitio
en el cual los inhibidores del grupo C, como la atrazina, inhiben el proceso de transferencia de
electrones. Imagen adaptada de Grattieri et al., 2017.
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El bloqueo del flujo de electrones detiene la produccion de NADPH y ATP y el ciclo
de reduccion del carbono. Esto genera una gran cantidad de moléculas de clorofila excitadas
cuyos electrones reaccionan con oxigeno generando formas altamente toxicas (peroxido de
hidrogeno y superdxidos). Consecuentemente, se produce la degradacion de la clorofila y los
carotenoides y las especies reactivas de oxigeno peroxidan a los lipidos de la membrana del
cloroplasto, afectando la integridad de la misma. Asi, se genera una desorganizacion celular y
se produce la pérdida de componentes plasmaticos (Anderson, 1996; Arregui y Puricelli;
2008).

Los herbicidas de este grupo (C) son numerosos y estan agrupados en varias familias
quimicas estructuralmente diversas, que les confieren distintas propiedades. Mientras que las
triazinas, triazinonas, triazolinonas, fenilureas, ureas y uracilo son sistémicos; los nitrilos,
benzonitrilos, benzotiadizoles y amidas funcionan como herbicidas de contacto (Cobb y
Reade, 2010). A su vez, poseen una residualidad limitada que varia de acuerdo al producto.
Los herbicidas sistémicos se aplican al suelo en preemergencia, se absorben por raices y se
translocan por xilema; en tanto que los herbicidas de contacto se aplican en postemergencia y
se absorben por el follaje (Arregui y Puricelli; 2008).

Desde la década de 1950 en adelante, los herbicidas de la familia de las triazinas se
adoptaron ampliamente a lo largo de todo el mundo en los cultivos de maiz y su uso
persistente en poblaciones de malezas genéticamente diversas ha dado lugar a la evolucion de
la resistencia. Desde la primera publicacién histérica, ya mencionada en la seccién 1.4.2
(Ryan, 1970), la resistencia a triazinas ha evolucionado globalmente en 74 especies de
malezas (Heap, 2019), representando el segundo grupo con mayor especies de malezas
resistentes luego de los herbicidas del grupo B (inhibidores de la ALS).

Sorprendentemente, una Unica mutacion de resistencia a inhibidores del PSIl ha
evolucionado de forma independiente a nivel mundial. Esta mutacion puntual se da en el gen
cloroplastico psbA, de herencia materna, y que codifica para la proteina D1. La sustitucion
provoca el cambio de una serina por una glicina en la posicion 264 (S264G) en el sitio de
unién a la PQ (Goloubinoff et al., 1984; Hirschberg y Mcintosh, 1983). Con algunas
excepciones, todas las especies de malezas resistentes a triazinas contienen esta mutacion
(Powles y Yu, 2010).

Como las triazinas y la PQ compiten directamente por el sitio de union en la proteina

D1, la sustitucién S264G parece una de las pocas opciones que impide la unién de la triazina,
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al tiempo que permite la unién de la PQ. La estructura molecular y el modelado del PSlI
muestran que en el sitio de unién a la PQ de la proteina D1, la S264 proporciona un enlace de
hidrogeno que es importante para dicha unién. La sustitucion con glicina elimina este enlace
de hidrogeno clave para la unién de la PQ (Preston y Mallory-Smith, 2001), lo cual conlleva
el costo de una fotosintesis reducida (Gronwald, 1994).

A pesar de que la mutacion S264G previene la union a la triazina, existe una actividad
normal para herbicidas de otras familias quimicas ya que la naturaleza de la interaccion con la
proteina D1 es diferente (Preston y Mallory-Smith, 2001). En este sentido, se han reportado
un total de cinco mutaciones diferentes a la anteriormente mencionada en un pequefio nimero
de especies de malezas, tanto en la misma posicion, como en diferentes posiciones.

Ademéas de los mecanismos de RT previamente mencionados, la resistencia a
herbicidas del PSII ha evolucionado en varias especies mediante mecanismos de RNT, sobre
todo aquellos relacionados a un metabolismo aumentado mediado por citocromo-P450 y/o
glutation S-transferasas (Anderson y Gronwald, 1991; Tsujii et al., 2004; Powles y Yu, 2010).

En conclusion, esta claro que la resistencia a las triazinas se debe casi exclusivamente
a una mutacion en el gen psbA que produce la sustitucion S264G en el sitio de accién. El
costo en la aptitud (o fitness) asociado a esta mutacion ha reducido significativamente su
impacto en la agricultura mundial, pero la evolucién global independiente de esta mutacion
refleja un uso abrumador de la triazina en comparacion con otros herbicidas PSII. Al dia de la

fecha, no se han detectado malezas resistentes a este grupo de herbicidas en Argentina.

1.5 ;Cudn importante es el problema de las malezas resistentes a herbicidas en
Argentina?

1.5.1 Contexto general

El primer caso de resistencia a herbicidas en Argentina se report6 en el 1996 para la
especie Amaranthus hybridus L. (sin. A. quitensis), conocida como “yuyo colorado” (Tuesca
y Nisensohn, 2001). Los biotipos, encontrados en el sur de las provincias de Santa Fe y
Cordoba, presentaban resistencia cruzada a los inhibidores de la ALS imazetapir (IMI) y
clorimurén-etil (SU), a cuya aplicacion repetida habian sido expuestos. En 2005, se registrd
un biotipo de Sorghum halepense resistente a glifosato en campos cultivados con soja en la

provincia de Salta (Heap, 2019). A partir de ese momento, innumerables casos de resistencia a
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herbicidas de distintos grupos en diversas malezas son denunciados periddicamente por los

agricultores. Al dia de la fecha, son 15 las especies de malezas que han desarrollado

resistencia a herbicidas pertenecientes al menos a un sitio de accion en Argentina. Todos los

casos reportados oficialmente se resumen en la Tabla I, detallando los principales cultivos

afectados.

Tabla I1. Malezas resistentes a herbicidas en Argentina. *El afio generalmente corresponde al
momento en que se reportd empirica y oficialmente la resistencia, pudiendo no coincidir con el
afio de deteccion a campo. Algunos casos reportados extraoficialmente pueden estar ausentes. La
mayoria de los valores fueron tomados de la base de datos de weedsciense.org (Heap, 2019).

Especie Nombre comun Afo* Cultivo(S) Sitio(s) de accion
(En orden cronolégico)
Amaranthus hybridus  Yuyo colorado 1996 Soja ALS

2013 Soja EPSPS

2014 Sojay maiz ALS + EPSPS

2016 Soja Auxinas sintéticas (AS)

2016 Soja EPSPS + AS
Sorghum halepense Sorgo de alepo 2005 Soja EPSPS

2015 Soja ACCasa

2015 Soja EPSPS + ACCasa
Lolium perenne spp. Raigrés criollo 2007 Cereales EPSPS
multiflorum 2009 - ACCasa

2010 Trigo ALS + EPSPS
Lolium perenne Raigras perenne 2008 Soja, trigo y EPSPS

cebada
Cynodon hirsutus Gramillamansa 2008 Maizy soja EPSPS
Raphanus sativus Naboén 2008 Canola, girasol ALS
y trigo

Echinochloa colona Capim 2009 Maizy trigo EPSPS
Avena fatua Avena guacha 2010 Cebadaytrigo ACCasa
Eleusine indica Pata de ganso 2012 Maizy soja EPSPS
Conyza bonariensis Rama negra 2012 Soja EPSPS
Brassica rapa Nabo 2012 Sojay Trigo ALS + EPSPS
Hirschfeldia incana Nabo amarillo 2013 - ALS

2016 - ALS + Auxinas sintéticas
Digitaria insularis Pasto amargo 2014 Soja EPSPS
Amaranthus palmeri Yuyo colorado 2015 Soja EPSPS

2016 Soja ALS
Bromus catharticus Cebadillacriolla 2017 Trigoy cebada EPSPS

1.5.2 El género Amaranthus

El género Amaranthus pertenece a la familia Amaranthaceae e incluye alrededor de 70

especies, 40 de las cuales son nativas de América y el resto se distribuye en Australia, Africa,

Asia y Europa (Costea et al., 2001). Algunas de las especies pertenecientes a este género se
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cultivan como hortalizas, pseudocereales y vegetales, mientras que otras como plantas
ornamentales. Ademads, otras especies son utilizadas como forrajeras y como plantas
medicinales (Martinez-Crovetto, 1981). No obstante, muchas plantas pertenecientes a este
grupo constituyen importantes malezas que afectan principalmente a cultivos de estacion
calida (Webster, 2006).

El éxito de las especies del género Amaranthus radica en sus habilidades de
crecimiento, desarrollo y reproduccion. Son plantas C4 anuales que emergen después de las
heladas de primavera, crecen rapidamente, compiten agresivamente con los cultivos de
estacion célida, toleran la sequia, responden a los altos niveles de nutrientes disponibles y
estan adaptadas para evitar sombras a través de una rapida elongacién del tallo (Schonbeck,
2014). Adicionalmente, presentan una gran variabilidad genética y una inusitadamente alta
produccién de semillas que pueden distribuirse y germinar eficientemente (Lovell et al.,
1996), lo cual coloca a estas especies dentro de las malezas anuales latifoliadas con mas
probabilidad de desarrollar biotipos resistentes a herbicidas.

En particular, Amaranthus hybridus L. es una de las especies del género nativas de
Sudamérica, y actualmente la mas problematica para los cultivos de verano en Argentina
(REM, 2019). Esta especie se encuentra distribuida en la region que abarca desde Rio Negro
hasta el norte del pais, afectando particularmente a cultivos de soja, maiz y girasol en la
region pampeana. Se trata de una especie monoica y sus plantas pueden alcanzar una altura
superior a los 2 m.

Existen 31 reportes de resistencia en esta especie a 6 modos de accion diferentes a lo
largo del mundo (Heap, 2019). A pesar de que la resistencia a inhibidores ALS en A. hybridus
en Argentina fue documentada hace mas de dos décadas y la distribucion de poblaciones con
este fenotipo es alarmante (Figura VII), son escasos los reportes oficiales de los mecanismos
moleculares causantes de dicha resistencia.

Por su parte, Amaranthus palmeri S. Watson es una especie originaria de Estados
Unidos y fue detectada por primera vez en Argentina en 2013 (Morichetti et al., 2013; Berger
et al., 2016). A pesar de su breve periodo de permanencia en Argentina, hoy representa la
segunda especie mas problematica en los sistemas de produccion (REM, 2019) y es una de las
mas problematicas a nivel mundial, habiéndose reportado 60 casos de resistencia a 6 modos

de accion diferentes (Heap, 2019). Por ello, resulta relevante confirmar las resistencias
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reportadas a campo e intensificar los estudios sobre las bases moleculares de dichas
resistencias.

La rapida dispersién que han alcanzado las poblaciones resistentes a glifosato en
Argentina en tan pocos afios (Figura V1), refleja ciertos atributos bioldgicos que convierten a
esta especie en una maleza especialmente agresiva y dificil de manejar eficazmente con los

recursos tecnoldgicos disponibles actualmente.

Distribucion de malezas resistentes a glifosato en Argentina | 2017

Amaranthus hybridus Amaranthus palmeri

Figura VII. Distribucién de biotipos resistentes a glifosato de Amaranthus hybridus (izquierda) y
Amaranthus palmeri (derecha) en Argentina. Los datos para la construccion de la figura remiten a
un censo acumulativo realizado en 2017 (REM, 2019).

A diferencia del resto de las especies de Amaranthus conocidas en Argentina, A.
palmeri es una especie anual diclino dioica, siendo esencialmente aldgama. Esto incrementa
la variabilidad genética y la tasa de evolucion de los mecanismos de resistencia, ya que
ademas puede hibridar con otras especies del género (Trucco et al., 2005). Por otro lado, las
plantas erectas pueden alcanzar una altura superior a los 2,5 m (Morichetti y Ferrell, 2010),
con una tasa de crecimiento que puede superar los 4 cm por dia. Su sistema radicular es
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extenso, profundo y puede realizar un uso del agua muy eficiente (Black et al., 1969). Por
ultimo, las plantas de A. palmeri pueden producir hasta 600.000 semillas, las cuales son
capaces de germinar durante toda la estacion de crecimiento (Jha et al., 2007; Tuesca et al.,
2013). Todas estas caracteristicas hacen que esta especie acumule mayor biomasa, produzca
mas semillas y cause mayores pérdidas de rendimiento en soja que otros “yuyos colorados”
(Bensch et al., 2003).

Finalmente, Amaranthus tuberculatus Moq. Sauer es una de las malezas mas
problematicas en los estados de Illinois, lowa y Missouri (Estados Unidos), provocando
pérdidas de rendimiento de hasta el 43% en cultivos de soja y hasta el 74% en cultivos de
maiz (Hager et al., 2002; Steckel y Sprague, 2004). Al ser una especie dioica, como A.
palmeri, la polinizacion cruzada obligada favorece el enriquecimiento y recombinacion de los
alelos asociados a la resistencia. Asi, desde el reporte inicial de una poblacién resistente a
herbicidas inhibidores del fotosistema Il a comienzos de la década del 90 (Anderson et al.,
1996), la evolucion de la resistencia rapidamente se apoderd de otros sitios de accion
(incluyendo inhibidores ALS, PPO, EPSPS, HPPD Yy auxinas sintéticas), con numerosos casos
de resistencia maltiple en una misma poblacion (Heap, 2019). Actualmente, 59 casos de
resistencia a herbicidas en A. tuberculatus han sido reportados a lo largo de 18 estados de los
Estados Unidos (Heap, 2019).

1.6 ;Puede superarse la resistencia a herbicidas?

Existe una gran tendencia al empleo rutinario de aquellos herbicidas con mayor
eficacia y mas faciles de usar, que justamente pertenecen a los grupos de principios activos
para los que ha habido una mayor evolucion de la resistencia. Frente a la problematica de
biotipos de A. palmeri y A. hybridus resistentes a inhibidores de la ALS y la EPSPS, los
herbicidas inhibidores de la PPO estan siendo empleados con elevada intensidad y frecuencia,
aumentando la probabilidad de seleccionar biotipos con resistencia a este mecanismo de
accion. De continuar esta tendencia, es factible que en el mediano plazo surjan casos de
resistencia maltiple a inhibidores de la PPO y la ALS, PPO y EPSPS o, aun peor, casos de
resistencia a los tres modos de accion. Asi, la diversificacion de los principios activos es clave
si se pretende conservar la utilidad practica y economica de los herbicidas del grupo E
(Tuesca et al., 2016).
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Una de las lecciones aprendidas a raiz del uso excesivo del glifosato es que los
sistemas de manejo de malezas basados unicamente en herbicidas no son sostenibles a largo
plazo. Un programa de manejo de malezas que diversifique al maximo los métodos utilizados
seria altamente deseable. Se podrian utilizar dos tipos de estrategias fundamentales para
mitigar y controlar la resistencia a los herbicidas. Por un lado, las medidas proactivas, que
apuntan a reducir la presion de seleccion de los herbicidas, minimizando asi la supervivencia
y la reproduccién de individuos resistentes. Por el otro lado, las medidas reactivas, que
apuntan a disminuir la propagacion de la resistencia debida a la produccion de semillas, el
movimiento de polen y la diseminacion de propagulos (Norsworthy et al., 2012).

Las estrategias actuales suelen consistir meramente en medidas reactivas, fenémeno
que ha sido asociado a maltiples factores (Hurley y Frisvold, 2016; Norsworthy et al., 2012).
Brevemente, las dos razones principales para la menor adopcion de estrategias proactivas por
parte de los productores son el aumento de los costos que esto implica, junto con la
percepcion de que los beneficios de retrasar la resistencia son inciertos, ademas de la
expectativa de que nuevos herbicidas estaran disponibles en el futuro. Sin embargo, se
requiere una mejor comprension del componente humano relacionado al manejo de malezas
para abordar este tema con la seriedad que su complejidad amerita.

Existe un conjunto de practicas que podrian integrarse dentro de los programas de
manejo de malezas para abordar una intensificacion agricola sostenible, componente
indeludible de los sistemas de produccion que buscaran satisfacer la creciente demanda de
alimentos a nivel mundial en las préximas décadas (Struik y Kuyper, 2017).

Dentro de las précticas relacionadas al control quimico, se recomienda particularmente
la rotacion de herbicidas con distinto modo de accidn, la utilizacion de mezclas de herbicidas
y, aln mas, la rotacion de mezclas de herbicidas. Estas estrategias se sustentan en el hecho de
que los alelos de resistencia disminuiran en frecuencia al eliminar la presién de seleccién que
los favorece (Meagher et al., 2003). Ademas, la utilizacion de las dosis recomendadas en el
marbete es fundamental, ya que la sobre- o sub-dosificacion también son factores
desencadenantes de la aparicion de resistencia.

Adicionalmente, una de las estrategias mas prometedoras consiste en el disefio de un
sistema de rotacion de cultivos basado en conocimiento agronomico solido, ya que a través de
un esquema de diversificacion temporal se puede reducir notablemente la densidad de la

poblacién de malezas y su produccion de biomasa (Owen, 2016). Otro beneficio clave de la
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rotacion es que favorece la diversidad de herbicidas utilizables debido a los diferentes modos
de accidon disponibles para cada cultivo. Asi, se debe intensificar el disefio de modelos de
rotacion de herbicidas dentro de programas de rotacion de cultivos.

Por otro lado, las estrategias que maximizan la competencia de los cultivares no sélo
reducen las pérdidas de rendimiento, sino que también pueden disminuir la presion de
seleccion y la dependencia del control quimico para manejar las malezas. A pesar de ser
amigables con el medio ambiente, las estrategias relacionadas a la competencia del cultivo
estdn muy poco explotadas (Sardana et al., 2017). Por lo general, esto ha sido asociado a una
escasa comprension de las interacciones entre cultivos y malezas, lo cual dificulta el
desarrollo de tacticas sostenibles y rentables (Swanton et al., 2015).

La alternancia de nuevas y viejas practicas a veces puede resultar Gtil. Por ejemplo, es
conocido que la abundancia de malezas perennes aumenta después de varios afios de
reduccion de la labranza, dado que la perturbacion de los propagulos vegetativos es menor y
las semillas permanecen cerca de la superficie del suelo (Cardina et al., 2002). Asi, el uso
ocasional de practicas de labranza en un sistema de siembra directa podria representar una
forma de controlar estas malezas problematicas, ya que es la mejor practica para perturbar los
propagulos vegetativos y restaurar el equilibrio en los bancos de semillas del suelo (Owen,
2016).

En lo que respecta a las sustancias alelopaticas, existe un interés creciente por el
descubrimiento de nuevos compuestos naturales que puedan ser utilizados como
bioherbicidas. Ademas de los beneficios medioambientales, los bioherbicidas representarian
una menor probabilidad tedrica de aparicion de resistencia ya que poseen multiples sitios de
accion (Upadhyaya y Blackshaw, 2007; Radhakrishnan et al., 2018). Sin embargo, esta
caracteristica trae aparejada una baja especificidad, lo cual hace que los bioherbicidas no sean
selectivos, sean altamente dependientes de la dosis y, en algunos casos, resulten fitotdxicos.
En consecuencia, el uso de una alelopatina como potencial bioherbicida es posible, pero esta
restringido a un cultivo en particular con una composicién de malezas bien definida (Soltys et
al., 2013). Probablemente, esta no-selectividad intrinseca y su usual corta vida media sean las
principales razones por las que los bioherbicidas no se estan implementando en forma
extendida (Cordeau et al., 2016).

Por otro lado, las estrategias que van de la mano con las nuevas tecnologias, como la

agricultura de precision o agricultura inteligente, pueden mejorar la eficiencia de gestion de
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los insumos agricolas y reducir el impacto ambiental de los sistemas de produccion de
cultivos mediante el uso de informacidn sitio-especifica (Bongiovanni y Lowenberg-DeBoer,
2004). La agro-nanotecnologia también puede contribuir al manejo de malezas. Ya ha sido
demostrado que la liberacion controlada y paulatina de un herbicida mediante la
nanoencapsulacion del ingrediente activo, por ejemplo, minimizaria la necesidad de
aplicaciones repetidas y reduciria los efectos adversos de los herbicidas en las plantas y en el
ambiente (Nuruzzaman et al., 2016; Wang et al., 2016).

Finalmente, los cultivos genéticamente modificados pueden contribuir a mantener o a
aumentar la diversidad de herbicidas utilizables. Ademéas de ser posible la acumulacién de
maltiples eventos de resistencia, la evolucion dirigida mediante nuevas técnicas de
mutagénesis (por oligonucleétidos -ODMs- o por nucleasas genéticamente modificadas como
TALE o CRISPR) estd en auge. Estas nuevas tecnologias ya comenzaron a aplicarse a la
resistencia a herbicidas en cultivos, particularmente en el desarrollo de una canola resistente a
inhibidores de la ALS mediada por ODMs (Sauer et al., 2016) que esta disponible en los
Estados Unidos. Ciertas aplicaciones de la tecnologia de interferencia de ARN (ARNI)
podrian ayudar a restaurar la susceptibilidad de las malezas a los herbicidas justo antes de la
aplicacion de los mismos (Shaner y Beckie, 2014). La utilizacion de la tecnologia
CRISPR/Cas9 podria restaurar la susceptibilidad de una poblacion completa reemplazando el
alelo resistente por su version susceptible. Esta metodologia, conocida como “Gen drive” ha
sido validada en modelos no vegetales y permite la rapida propagacion de un gen debido a
una herencia supermendeliana (Esvelt et al., 2014; Weeks et al., 2016). Asi, esta técnica
tendria el potencial de suprimir la proliferacion y diseminacion de los biotipos de malezas
resistentes a herbicidas.

Aunque algunas de las herramientas mencionadas muestran un gran potencial para
mitigar la RH, las preocupaciones sobre posibles perturbaciones ecoldgicas aun impiden su
aplicacion a nivel de campo. Por lo tanto, cobran especial relevancia aquellas estrategias
convencionales normalmente sub-explotadas. Es primordial conocer la biologia de las
malezas, y realizar monitoreos continuos a campo para conocer su historia antes de las
aplicaciones, de manera de poder realizar una correcta seleccion del producto, de su dosis y
del momento 6ptimo de aplicacion de acuerdo al estado fenoldgico del espectro completo de
malezas presentes. De esta manera, se facilitara un disefio racional de las rotaciones de

mezclas de herbicidas en sintonia con las rotaciones de cultivos, la eventual utilizacion de
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cultivos de cobertura, de cultivares con mayor competitividad frente a las malezas y de
herramientas de agricultura de precision, en caso que resultara factible y rentable.

¢Cuan entendida o rapida serd la adopcion de este tipo de estrategias por los
agricultores de todo el mundo? En la respuesta a esta pregunta se encuentra la perspectiva real

del desafio mas importante al que se enfrentara la agricultura en los préximos afios.

1.7 ; Qué herramientas puede aportar el conocimiento cientifico?

El desarrollo de estrategias efectivas de control de malezas requiere un amplio
conocimiento a nivel de especie. Esto incluye el conocimiento de la biologia de las flores y
los sistemas reproductivos, la fecundidad, las variaciones en la latencia de las semillas, las
distancias de migracion de las semillas y el polen, el balance costo/beneficio del
mantenimiento del polimorfismo genético, por mencionar algunas. Ademas, identificar y
dilucidar las bases moleculares de los mecanismos de resistencia es también de crucial
importancia; especialmente hoy en dia que el manejo de malezas requiere de la integracion de
maultiples enfoques.

Un factor genético importante a considerar es la ploidia de cada especie de maleza.
Muchas de las principales malezas son poliploides, siendo genéticamente mas diversas que las
diploides por contener méas copias de cada gen. Asi, seria esperable que esta redundancia de
genes posibilite una mayor diversidad de mutaciones en los genes causantes de la RH y
promueva una evolucion de la resistencia mas rapida. Sin embargo, en las especies
poliploides, la magnitud de la resistencia conferida por una mutacién en un gen puede diluirse
por multiples alelos hermanos, lo que desencadena una correlacién negativa entre el nimero
de copias del gen blanco y el nivel de resistencia (Panozzo et al., 2013). Sélo unos pocos
estudios intentaron determinar el vinculo entre la ploidia y la tasa de evolucién de las plantas
con RH. Por ejemplo, Yu et al. (2013) informaron que una avena silvestre hexaploide (A.
fatua) era resistente a los inhibidores de la ACCasa y se propuso una asociacion negativa
entre la ploidia y la evolucion de la RH.

Por su parte, comprender los mecanismos de resistencia de una maleza a un herbicida
es importante en multiples aspectos. Por ejemplo, en el caso del glifosato, identificar los

mecanismos de resistencia permitio a los cientificos comprender mejor el modo de accion del
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dicho herbicida, desarrollar métodos para su deteccion y tomar conciencia sobre la rapida
propagacion de la resistencia entre las distintas especies de malezas (Shaner et al., 2012).

Ademas, conocer si una poblacion de malezas presenta mecanismos de RT y/o RNT es
crucial para el desarrollo de estrategias de manejo de las poblaciones con RH. Es sabido que
algunos mecanismos causan resistencia a algunos, pero no a todos, los herbicidas que inhiben
el mismo sitio de accion. Por ejemplo, la sustitucion Y263F en la proteina D1 del fotosistema
I que causa resistencia a atrazina, un inhibidor del PSII, resulta stper sensible a la accion del
diurdn, otro inhibidor del PSII perteniente a otra familia quimica (Oettmeier, 1999). De
manera analoga, la sustitucion W574L en la proteina ALS, limitaria la rotacion a herbicidas
con diferente modo de accion debido que este mecanismo causa resistencia cruzada a todas
las familias quimicas de inhibidores de la ALS, mientras que la sustitucion A122T en la
misma enzima permitiria la rotacion con herbicidas tanto dentro como fuera del modo de
accion, dado que este mecanismo solo confiere resistencia a la familia de las IMI (Yu y
Powles, 2014).

Por el contrario, la presencia de mecanismos de RNT es mas compleja de interpretar
en términos de decisiones de manejo. Esto se debe principalmente a la alta complejidad de
estos mecanismos y a su pobre caracterizacién molecular, como se ha mencionado en la
seccion 1.4.2.

Existen varios reportes de biotipos con resistencia multiple que presentan diferentes
mecanismos de RNT en simultaneo. Si bien cada meanismo resulté ser herbicida-especifico
(lwakami et al., 2014; Letouzé y Jacques, 2003; Preston et al., 1996), no se puede descartar la
posibilidad de que un unico mecanismo de RNT cause una resistencia multiple. Por ejemplo,
la sobreexpresion de una enzima antioxidante, podria prevenir el estrés oxidativo letal
provocado por diferentes herbicidas (Markus et al., 2017). De manera similar, una alteracion
en algunos transportadores transmembrana podria afectar simultaneamente la translocacion de
varios ingredientes activos, o0 una alteracion en la actividad del citocromo P-450 podria
desencadenar el metabolismo de varios herbicidas. Por lo tanto, la deteccion de un mecanismo
de RNT potencialmente (nico en una poblacion de malezas podria alertar sobre la
imposibilidad de uso de herbicidas con diferente MoA. La deteccion de mecanismos de RNT
sera definitivamente mas Util en los programas de manejo de malezas cuando se logre una

mejor compresion de los mismos.
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Mas adn, los mecanismos de resistencia pueden influir en el modo de dispersion de la
misma. Como ya se ha mencionado anteriormente, la herencia de los mecanismos de RT a
atrazina es exclusivamente materna (Oettmeier, 1999), mientras que los mecanismos de RNT
son comunmente heredados en forma Mendeliana (Huffman et al., 2015). Asi, la herencia
nuclear posibilita una dispersion mas segura de los alelos de resistencia a través del polen.

Finalmente, entender los mecanismos habilita a la creacion de marcadores moleculares
especificos para su deteccion. El descubrimiento del mecanismo de resistencia a glifosato por
amplificacion del gen epsps, por ejemplo, permitio el desarrollo de una PCR cuantitativa en
tiempo real que permite dilucidar los niveles de amplificacion del gen (Gaines, 2009), técnica
que se ha convertido en rutinaria en los laboratorios que estudian la resistencia a herbicidas en
malezas.

En la Figura VIII se muestra un esquema del accionar cronoldgico-metodoldgico
convencional para la confirmacién de la resistencia genética de una especie de maleza (m) a
una herbicida (H). Por lo general, la investigacion de los mecanismos de resistencia es
usualmente relegada, cuando en realidad es un componente decisivo para el disefio de las

estrategias de manejo.
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Figura VIII. Esquema cronolégico-metodolégico convencional para el estudio de la resistencia a
herbicidas. Los pasos 1, 2 y 3 permiten la confirmacién de la resistencia a nivel agronémico. Los
pasos 4, 5, 6 y 7 permiten confirmar la resistencia como caracter heredable (resistencia genética)
y los niveles de resistencia (a través del calculo del parametro FR). El estudio de los mecanismos
moleculares causantes de la resistencia (2.1, 2.2 y 2.3) es un componente clave que
frecuentemente se omite en la practica.

Afortunadamente, en la actualidad son cada vez méas los grupos de investigacion
avocados al estudio de los mecanismos moleculares que otorgan RH en malezas. A medida
gue se avance en la caracterizacion de los alelos implicados en la resistencia, la efectividad en
la cuantificacion de la misma a través del analisis molecular comenzaré a aproximarse a la del
fenotipado tradicional. En otras palabras, cuando se conoce de la presencia y distribucion de
la resistencia en una maleza problematica en un dado agroecosistema, los estudios
moleculares (usualmente menos laboriosos, mas rapidos y mas precisos que los fenotipados
tradicionales) permiten detectar el mecanismo al mismo tiempo que confirmar la resistencia.
Este nuevo enfoque, posibilita un accionar mas rapido y el movimiento de la balanza hacia el

lado de las estrategias proactivas.
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Obijetivo general

Dilucidar los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a herbicidas en
poblaciones problematicas del género Amaranthus, contribuyendo al disefio de estrategias de
manejo basadas en conocimiento cientifico y, eventualmente, al desarrollo de herramientas de

interés biotecnoldgico.

Hipotesis general

El estudio de los sitios de accion de los herbicidas a los cuales numerosas poblaciones
del género Amaranthus han desarrollado resistencia recientemente, permitira dilucidar los
mecanismos moleculares causantes de la misma y desarrollar herramientas agrondémicas y

biotecnologicas de interés.
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Modelado tridimensional de la version 574L de la AcetoLactato Sintasa (ALS) de A. palmeri

CAPITULO 1




Los resultados descriptos a continuacion fueron producto de un trabajo colaborativo con otros
miembros del laboratorio de Biologia Molecular de la FCA-UNR y con miembros del grupo
de la Catedra de Malezas de la FCA-UNR. Mis agradecimientos a todos ellos. En especial, a
la Lic. Valeria Palmieri, a la Dra. y Profesora Valeria Perotti, al Profesor Daniel Tuesca y al

Profesor Hugo Permingeat, coautores de los trabajos publicados producto de estos avances.
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resistance to ALS-inhibiting herbicides in Amaranthus palmeri from Argentina. Pest
Management Science 73, 2578-2584.

Larran AS, Perotti VE, Palmieri VE, Permingeat HR (2017) Rapido método de seleccion de
plantas resistentes a herbicidas. Agromensajes 48, 18-20.

CAPITULO1 | 39



CAPITULO 1

ESTUDIO DE LAS BASES BIOQUIMICAS DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES
DE LA ALS Y GLIFOSATO EN POBLACIONES DE Amaranthus palmeri
RECIENTEMENTE DETECTADAS EN ARGENTINA

2.1 INTRODUCCION

La resistencia a herbicidas en malezas es un problema que desafia a los sistemas
agropecuarios de todo el mundo. La utilizacion intensa y repetitiva de unos pocos herbicidas,
sumada a la pobre diversificacion de las practicas de manejo, constituyen la principal razén de
la creciente evolucién de la RH en malezas en las ultimas décadas (Shaner y Beckie, 2014).
Al dia de la fecha, son 255 los reportes de especies diferentes que desarrollaron resistencia al
menos a un herbicida (Heap, 2019). El glifosato ha sido el herbicida mas exitoso y mas
utilizado durante los ultimos 20 afios, lo cual produjo un rapido aumento de los casos de RG y
redujo significativamente el espectro de estrategias para el control quimico debido a un bajo
interés en el descubrimiento de nuevos herbicidas (Heap y Duke, 2018).

A pesar de que el glifosato fue introducido en el mercado en 1974, no existen reportes
de resistencia hasta comienzos de los 2000, unos afios luego de que comenzaran a
comercializarse los cultivos tolerantes a este principio activo. Actualmente, 42 especies han
evolucionado RG, 11 de ellas presentes en Argentina, y varios mecanismos fueron descriptos
como responsables de dicho fenotipo (Heap, 2019; Heap y Duke, 2018). La sustitucion P106S
en la enzima EPSPS, introducida en la soja transgénica resistente, fue tempranamente
descubierta en Eleusine indica (Baerson et al., 2002) y luego reportada en muchas otras
especies, incluyendo nuevas sustituciones en esa misma posicion (Yu et al., 2007; Kaundun et
al., 2011; De Carvalho et al., 2012; Gonzalez-Torralva et al., 2012a; Nandula et al., 2013;
Ngo et al., 2018). Mas aun, la novedosa sustitucion T102S ha sido recientemente asociada a la
RG (Li et al., 2018). Estas mutaciones simples en el gen epsps usualmente confieren bajos
niveles de resistencia a la vez que preservan la eficiencia catalitica de la enzima EPSPS.

Otro mecanismo asociado al sitio de accion, que involucra la sobreexpresién del gen
epsps producida por una amplificacion génica, fue descubierto hace casi una década en A.
palmeri (Gaines et al., 2010). Este mecanismo confiere altos niveles de RG y parece ser el
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mecanismo predominante en varias especies (Tranel et al., 2011; Salas et al., 2012; Wiersma
et al., 2015; Nandula et al., 2014; Malone et al., 2016).

Por otro lado, el interés creciente en la caracterizacion molecular de los mecanismos
no asociados al sitio de accidén permitio la identificacion de mecanismos que incluyen el
secuestro activo del glifosato en vacuola y la translocacién reducida del mismo (Peng et al.,
2010; Yuan et al., 2010; Nol et al., 2012). Ademas, un mecanismo novedoso relacionado a
una rapida necrosis del tejido expuesto a glifosato, conocido como fenémeno “fénix”, ha sido
recientemente descripto (Van Horn et al., 2018; Moretti et al., 2018).

Curiosamente, una doble sustitucion artificial en la EPSPS llamada “TIPS” conocida
por otorgar altos niveles de RG en lineas de maiz comerciales transgénicas (Lebrun et al.,
2003), ha sido encontrada en dos especies de malezas (Eleusine indica y Bidens pilosa) (Yu et
al., 2015; Alcantara-de la Cruz et al., 2016a), evidenciando el poder de la evolucion bajo una
presion de seleccion persistente. La acumulacion de maltiples mecanismos, principalmente en
especies de polinizacion cruzada, produce altos niveles de resistencia y también es una
consecuencia de la presion de seleccion ejercida por el continuo uso de glifosato (Nandula,
2010; Gherekloo et al., 2017).

Por su parte, los herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) también son
muy utilizados, sobre todo debido a su control de amplio espectro, sus bajos costos y su baja
toxicidad en mamiferos. No obstante, hasta ahora, el nimero de especies que han desarrollado
resistencia a al menos uno de estos principios activos asciende a 160, representando el grupo
con mas especies de malezas resistentes dentro de todos los sitios de accion diferentes (Heap
2019).

Los primeros mecanismos de resistencia a inhibidores de la ALS fueron reportados en
Kochia scoparia y Lactuca serriola, correspondiendo a las sustituciones P197T y P197H en la
ALS, nombradas de acuerdo a la secuencia de referencia de A. thaliana, respectivamente
(Guttieri et al., 1992). En las ultimas dos décadas, 26 sustituciones de aminoacidos en ocho
posiciones diferentes de la ALS han sido asociadas a la resistencia en 50 especies. Este
namero supera ampliamente a las mutaciones causantes de resistencia a herbicidas con otros
genes blanco, lo cual indica que el gen als es un sitio blanco mas propenso a la resistencia que
el de otros herbicidas, como se detallo en la seccion 1.4.4 de la introduccion general (Yu y
Powles, 2014).

CAPITULO1 | 41



En lo que respecta a mecanismos de RNT de los herbicidas inhibidores de la ALS, una
tasa de metabolismo aumentado (comunmente denominada resistencia metabdlica) ha sido
documentada en repetidas ocasiones y es considerada el mecanismo de RNT predominante
(Yuy Powles, 2014).

Amaranthus palmeri S. Watson es una especie de maleza latifoliada (dicotiledonea)
nativa de Norteamérica. A. palmeri tiene caracteristicas germinativas, de crecimiento, de
desarrollo y de reproduccion que la hacen un especie altamente invasiva y adaptable, lo cual
la convierte en un perfecto vector para la resistencia a herbicidas (Ward et al., 2013). Desde
su primera deteccion en Argentina cinco afios atras (Morichetti et al., 2013), las poblaciones
con resistencia a glifosato y a inhibidores de la ALS se han expandido en casi la totalidad de
las areas de cultivo de soja en Argentina (REM, 2019). Sin embargo, no se ha hecho hasta el
momento una descripcion de los mecanismos moleculares implicados en la resistencia de
dichas poblaciones. Hasta ahora, la amplificacion del gen epsps parece ser el principal
mecanismo de RG en A. palmeri (Ward et al., 2013; Sammons y Gaines, 2014) y varias
sustituciones en el gen als han sido documentadas para la especies: P197S, W574L, S653N
(Nakka et al., 2017; Molin et al., 2016). Comprender las bases moleculares de la resistencia a
herbicidas es un paso clave en el entendimiento del proceso evolutivo que causa este
fenémeno y en el disefio de estrategias que permitan un control exitoso mediante el abordaje
de programas integrados de manejo de malezas. En este capitulo, se investigan los
mecanismos moleculares que causan resistencia a glifosato y a inhibidores de la ALS en

poblaciones de A. palmeri colectadas durante los Gltimos afios en Argentina.
Objetivo

Estudiar las bases bioquimicas y moleculares de la resistencia a glifosato y a
inhibidores de la ALS en poblaciones Amaranthus palmeri recientemente encontradas en

Argentina.

Hipotesis de trabajo

Las poblaciones de Amaranthus palmeri detectadas en  Argentina presentan
mecanismos de resistencia asociados al sitio de accion que las vuelven altamente insensibles

al control con los herbicidas inhibidores de la ALS y/o glifosato.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Recoleccion del material vegetal

Para el estudio de la resistencia a herbicidas, se recolectaron semillas de A. palmeri de
tres campos cultivados casi exclusivamente con soja. En cada caso, semillas de al menos 50
plantas se combinaron dentro de una sola muestra. En uno de estos campos (poblacion 1), A.
palmeri habia sobrevivido a las aplicaciones del herbicida Derby® (i.a.: imazetapir 10% P/V),
inhibidor de la ALS y del herbicida Roundup full 11® (i.a.: glifosato 66.2% P/V, durante al
menos cinco camparfias seguidas. La poblacion del segundo campo (poblacién 2) nunca habia
sido enfrentada a inhibidores de la ALS pero si a glifosato, por lo cual se sospechaba que
presentaba resistencia solo a este Gltimo herbicida. Una tercera poblacion (poblacién 3),
localizada en un campo libre de la aplicacion de glifosato, fue utilizada como control
susceptible para los ensayos de aplicacion de este herbicida. Las geolocalizaciones y
nomenclaturas de cada poblacion se resumen en la Tabla 1. Las coordenadas geogréaficas de
las poblaciones 1 y 3 son muy similares debido a que fueron colectadas en campos de la

misma localidad.

Tabla 1. Poblaciones de Amaranthus palmeri estudiadas

Pob. Localidad Nombre Coordenadas R glifosato? R ALS?
1 Vicufia Mackenna R 33°5520.68" S 64°35'33.37" O Si Si
2 Tucuman r 27°17'45.36" S 65°0'3.37" O Si No
3 Vicuria Mackenna S 33°55'17.0" S 64°35'17.9" O No ?

2.2.2 Ensayos dosis-respuesta in vivo

Para evaluar la eficiencia de cada herbicida, se cultivaron aproximadamente 120
plantulas de cada poblacién en camaras de cultivo a 25 °C con un fotoperiodo de 16 h y una
intensidad luminica de 400 pmol/m?s. El sustrato consistié en una mezcla de tierra, arena y
perlita (7:2:1) contenido en macetas plasticas de nueve cm de didmetro. Los experimentos se
condujeron en un disefio en bloques completos al azar con cinco réplicas por dosis, donde
cada réplica consistia en una maceta con tres plantas. Alcanzado el estadio de 4-6 hojas reales,
diferentes dosis de tres herbicidas inhibidores de la ALS y de glifosato fueron aplicadas sobre

cada poblacion, de manera de obtener una curva que ajuste al modelo utilizado. Las dosis
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utilizadas para los inhibidores de la ALS sobre las poblaciones R y r fueron: 0; 0,0625X;
0,125X; 0,250X; 0,5X; 1X; 2X; 4X; 8X; 16X y 32X; donde X=100 g i.a./ha para Derby
(imazetapir 10% p/v), 50 g i.a./ha para Clorimurdn (clorimuron-etil 25 % p/p) y 30 g i.a./ha
para Spider (diclosulam 84 % p/p). En el caso del glifosato (RoundUp WeatherMax, sal
potésica de glifosato 48,8 % p/p), las dosis aplicadas sobre las poblaciones R y S fueron: 0,
0,0625X, 0,125X, 0,250X, 0,5X, 1X, 2X, 4X, 8X, 16X y 32X; donde X=540 g i.a./ha y
corresponde a la dosis recomendada de glifosato. Los herbicidas se aplicaron utilizando una
mochila de presion constante con boquillas de ventilador planas a 206,84 kPa, calibradas para
entregar 116 L/ha. El nimero de sobrevivientes se registro tres semanas después del
tratamiento. El peso seco se registr6 cosechando todo el tejido aéreo de las plantas,
colocandolo en una bolsa de papel y secandolo a 60 °C durante 48 hs.

Las curvas dosis-respuesta fueron obtenidas por ajuste a un modelo de regresion no
lineal utilizando el software SigmaPlot (versién 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA,

USA) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

) (max — min)
y=mn+-———
1+(G)e

donde y es el porcentaje de peso seco o de supervivencia, x es la concentracion de herbicida,
min y max son los limites inferiores y superiores de la curva, respectivamente, a es la
pendiente de la curva en el punto de inflexion y b es la concentracion de herbicida requerida
para producir una reduccion del crecimiento del 50% (GRsp) 0 una reduccion del 50% de la
supervivencia (Dosis Letal media, DLsp).

Los datos se expresaron como porcentaje de supervivencia de las plantas y reduccion
de la biomasa respecto a los controles no aplicados. Los parametros obtenidos fueron
sometidos a un analisis de la variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las
diferencias estadisticamente significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con

un nivel de significancia del 5% (o = 0.05).
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2.2.3 Estudio del mecanismo de resistencia a inhibidores de la ALS

2.2.3.1 Ensayos de actividad enzimatica in vitro

Semillas de las poblaciones R y r fueron desinfectadas, sembradas en medios
artificiales (Murashige-Skoog (MS)-1% agar) con y sin la adicion de imazetapir 2 uM e
incubadas bajo un fotoperiodo de 16 h a una intensidad luminica de 170-200 pmol/m?s
durante 15 dias. Luego, diez plantulas de cada poblacion fueron trasplantadas a macetas v,
transcurridos 15 dias, sus hojas fueron utilizadas para obtener extractos crudos de la enzima
ALS. Dichos extractos se obtuvieron a través de la trituracion del tejido en morteros
conteniendo nitrogeno liquido, su resuspension en buffer fosfato pH 7,5 y el posterior
enriquecimiento en la proteina de interés mediante precipitacion con sulfato de amonio, de
acuerdo a lo descripto por Poston et al., (2002).

La actividad de la enzima ALS fue determinada espectrofotométricamente midiendo la
cantidad de acetoina formada en presencia de distintas concentraciones de herbicidas, segun
una version levemente modificada del método de Westerfeld (Yu et al., 2010). EI método
consistio en la conversion del acetolactato (producto de la reaccion catalizada por la ALS) en
acetoina, otorgando el medio &cido necesario para que esto ocurra. Las reacciones se llevaron
a cabo durante 1 h a 37 °C. Las concentraciones de herbicida utilizadas fueron: 0; 0,25; 1; 5;
250 y 1000 uM para imazetapir; 0; 0,025; 0,1; 0,25; 1; 5; 25 y 250 uM para clorimurén-etil y
diclosulam. La reaccion fue detenida mediante el agregado de 5 pL de &cido sulfarico 1N a
los a los 200 ul de volumen final de reacion. Transcurridos 15 min de una incubacion a 60 °C
con a-naftol, los tubos fueron centrifugados y una alicuota de su sobrenadante fue utilizada
para medir la absorbancia del complejo coloreado a 490 nm mediante un lector de
microplacas BioTek (ELX800). Se incluyeron controles de acetolactato inicial, impidiendo la
reaccion mediante el agregado de acido sulfarico 1N a tiempo cero. La inhibicion enzimatica
fue expresada a traves del parametro lsp, que representa la concentracion de herbicida
requerida para producir una inhibicion de la actividad enzimatica del 50% comparada con el
control sin tratar. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento y el experimento se repitid
tres veces.

Los datos de actividad ALS fueron ajustados a una curva logistica de tres parametros,

utilizando el mismo software, bajo la siguiente ecuacion:
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a

1+ (%)b

y

donde y es la actividad ALS, x es la concentracion de herbicida, a es el limite superior de la
curva, b es la pendiente de la curva e Iso corresponde a la concentracion de herbicida requerida
para causar un 50% de reduccién en la actividad de la enzima.

Los parametros obtenidos fueron sometidos a un andlisis de la variancia (ANOVA)
unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias estadisticamente significativas se

estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05).

2.2.3.2 Clonado y secuenciacion del gen als

Se extrajo ADN genomico de tejido foliar fresco de diez plantas de cada poblacion
utilizando un kit de extraccion de ADN gendmico marca Wizard (Promega Corp., Madison,
WI). Se generaron dos muestras compuestas que fueron utilizadas como molde para la
amplificacion del gen als, con oligonucle6tidos especificamente disefiados sobre secuencias
disponibles de especies cercanas (McNaughton et al., 2005; Patzoldt y Tranel, 2007). El gen
als completo fue amplificado con los oligonucleotidos X1 y X2 (Figura 1, Tabla 2) utilizando
una polimerasa de alta fidelidad (Q5® High-Fidelity DNA polymerase, New England
Biolabs, inc.). Las reacciones consistieron en ~100 ng de ADN, 500 nM de oligonucle6tidos,
1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de QS5, y H,O ultrapura hasta
un volumen final de 50 puL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 °C durante 1 min, 35 ciclos
de 98 °C durante 10 seg, 57 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min, y un intervalo de extensién
final a 72 °C durante 7 min. Los productos de amplificacién fueron ligados al vector pGEM®-
T easy (Promega) segun las indicaciones del manual. Se prepararon células competentes de E.
Coli DH5a por el método quimico y se transformaron de acuerdo a protocolos estandar
(Sambrook y Russell, 2001). Las transformantes fueron seleccionadas en placas con medio
Luria-Bertani (LB) suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina. La integracion del inserto
fue chequeada por PCR de colonia con los oligonucle6tidos X3 y X4 listados en la Tabla 2.
Se repicaron ocho colonias positivas de cada poblacion y se inocularon en medio LB liquido,

permitiendo el crecimiento durante toda la noche a 37 °C. Se realizaron minipreparaciones
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plasmidicas, de acuerdo al protocolo de purificacion de ADN plasmidico de Promega
(Wizard® Plus SV Minipreps, DNA Purification System protocol, Promega Corp., Madison,
WI). Los plasmidos recombinantes asi obtenidos fueron sometidos a digestion y posterior
electroforesis del ADN para confirmar la presencia del gen als. Posteriormente, se enviaron a
secuenciar (Macrogen Inc., Korea) utilizando los oligonucleétidos X5, X6 y X7 disefiados
para cubrir la totalidad del marco abierto de lectura (Tabla 2). Esta estrategia de clonado
permite la identificacion de secuencias para alelos individuales, libre de ambigiedad, a

diferencia de lo que ocurre con la secuenciacion directa de productos obtenidos por PCR.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR para el
clonado y secuenciacion del gen als

Nombre Secuencia (5°-3°)
X1 CTTCAAGCTTCAACAATGG
X2 CCTACAAAAAGCTTCTCCTCT
X3 CCAGAAAAGGTTGCGATGTT
X4 ATGCTTGGTAATGGATCGAG
X5 GGCAACCTAGAAAGATACCC
X6 CCTGAATGGCGTATTGCGGAGG
X7 GGAGGGAGGAGTTGAATGAGCAG
X, X, & Xs,
4+— Marco abierto de lectura 2010 pb 44— 4+—
X4 Gen als X7 X2

Figura 1. Localizacién de los oligonucledtidos utilizados dentro del marco abierto de lectura del
gen als.

2.2.3.3 Andlisis de las secuencias

Para generar las secuencias consenso de los alelos als de cada poblacion, las lecturas
individuales fueron alineadas con secuencias de referencia del género Amaranthus obtenidas
del NCBI (National Centre for Biotechnology Information). El alineamiento se realizd
utilizando el algoritmo MUSCLE del software Unipro Ugene v1.11.2 (Okonechnikov et al.,
2012). Una vez alineadas, las secuencias fueron traducidas y analizadas en busca de

sustituciones aminoacidicas.
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2.2.4 Estudio del mecanismo de resistencia a glifosato

2.2.4.1 Blsqueda de sustituciones en la prolina 106

Se extrajo ADN genomico a partir de tejido foliar fresco de seis plantas sobrevivientes
a la dosis 1X de glifosato de las poblaciones R y r, y de seis plantas no aplicadas de la
poblacion S. Se utilizo el kit comercial de extraccion de ADN genémico Wizard (Promega
Corp., Madison, WI). Una alicuota de cada muestra de ADN fue utilizada en un ensayo de
digestion diferencial de secuencias polimorficas amplificadas (dCAPS, por sus siglas en
inglés: derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) con el objetivo de detectar
sustituciones en la prolina 106 del gen epsps en cada planta. Este ensayo permite detectar el
cambio de un nucle6tido en una posicion particular, mediante la amplificacion con
oligonucle6tidos que introducen un sitio de corte para una enzima de restriccion basados en la
secuencia salvaje (o wild-type, wt). Si existe un polimorfismo nucleotidico, el sitio de
restriccion no se genera y el patrén de digestion es diferente.

La PCR y la digestion fueron llevadas a cabo como se describe en Chatham et al.
(2015). El oligonucledtido directo fue EPSdcapsF1 (5’-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-
3”), mientras que el reverso fue modificado para generar especificidad por poblaciones locales
del género Amaranthus (EPSdcapsR1: 5’-TCCAGCAACGGCAACCGCAGCTGTCCATG-3’). Las
digestiones fueron realizadas a 37 °C durante toda la noche, utilizando la enzima de
restriccion Ncol (Promega), que reconoce y corta especificamente la secuencia C"CATGG
presente en la secuencia de tipo salvaje. Las bandas de ADN fueron visualizadas en geles de
agarosa al 2% teflidos con SYBR safe (Invitrogen®). Muestras de ADN previamente
secuenciadas fueron incluidas como controles para validar la fidelidad del test. La secuencia
salvaje produce una Unica banda digerida de 156 pb, mientras que una mutacion puntual en el
tercer nucleétido codificante de la P106 produce la pérdida del sitio de restriccion y la
visualizacion de una Unica banda no digerida de 181 pb. Asi, aquellas plantas que mostraron
solo la banda no digerida de 181 pb o ambas bandas fueron clasificadas como homocigotas y

heterocigotas para sustituciones en la P106, respectivamente.
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2.2.4.2 Secuenciacion parcial del gen epsps

Las muestras de ADN genomico obtenidas en la seccion anterior fueron utilizadas
como molde para la amplificacion de un segmento conservado de 195 pb correspondientes al
3er exon del gen epsps, el cual contiene al codon codificante de la P106. Los oligonucleétidos
utilizados fueron EPSfwGa (5’-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3") y EPSrvGa (5°-
TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA-3’) y el protocolo de amplificacion fue descripto
previamente por Gaines et al. (2010). Una secuencia de ADN copia (ADNc) de A. palmeri
obtenida del Gen Bank (FJ861243.1) fue utilizada como referencia para los alineamientos,
que fueron conducidos tal cual se describe en la seccién 2.2.3.3.

2.2.4.3 NUumero relativo de copias del gen epsps

La amplificacion en el nimero de copias del gen epsps fue estudiada mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (real-time qPCR). Se utilizaron los oligonucleétidos Egf (5’-
ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3") y Egr (5’-TGAATTTCCTCCAGCAACGGCAA-3”)
previamente disefiados por Gaines et al. (2010) para amplificar un fragmento génico de 195
pb. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 13 uL, conteniendo oligonucle6tidos
en una concentracion de 200 nM, 1X de Mezcla real (Realmix, Biodynamics) y 50 ng de cada
ADN gendémico obtenido en 2.2.4.1. Cada muestra bioldgica fue procesada por triplicado. Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) programado de la
siguiente manera: 2 min a 95 °C; 40 ciclos de: 15 seg a 95 °C, 30 seg a 58 °C y 30 seg a 72 °C.
Al final del ciclado, la especificidad en la amplificacion de los productos fue chequeada
mediante la construccién de curvas de fusion (86 ciclos de 10 seg variando la temperatura
entre 72 y 95 °C, con un incremento de 0,5 °C a partir del 2° ciclo). La eficiencia de la
amplificacion fue calculada independientemente en cada reaccion y fue considerada para el
procesamiento de los datos. Las cuantificaciones comparativas de los valores Ct (definido
como el ciclo umbral al partir del cual la sefial de fluorescencia se incremente por encima del
ruido durante la fase exponencial de la reaccion de PCR) fueron hechas con el software REST
(Relative Expression Software Tool V 2.0.7 for Rotor Gene, Corbett Life Sciences) (Pfaffl et
al., 2002), utilizando al gen als como control de bajo nimero de copias con herencia

monogénica en otras especies de Amaranthus (Trucco et al., 2005). Los resultados se
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expresaron como el nimero de veces en el que las copias del gen epsps estan incrementadas
en las plantas resistentes respecto de las susceptibles. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron estimadas a través del test de aleatorizacion provisto por el software
REST.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Resistencia a inhibidores de la ALS

2.3.1.1 Ensayos dosis-respuesta in vivo

Con el objetivo de confirmar y cuantificar la sospechada resistencia de la poblacion R
a inhibidores de la ALS, se llevaron a cabo ensayos dosis-repuesta in vivo.Los porcentajes de
supervivencia y biomasa remanente fueron sustancialmente méas elevados en la poblacion R
que en la poblaciéon r (control susceptible). En la Figura 2 puede observarse que ambas
variables se mantuvieron, en general, por encima del 60% para la poblacion R, inclusive a las
dosis mas elevadas de los herbicidas aplicados (32X). Los ensayos de dosis-respuesta
muestran, asi, que la poblacion R es altamente resistente a los tres herbicidas ensayados
(imazetapir, clorimuron-etil y diclosulam). Como puede observarse en la Tabla 3, los factores
de resistencia (FR) resultaron mas elevados para imazetapir y diclosulam, rondando las 10
unidades para clorimurdn-etil, lo cual podria justificarse por una sensibilidad reducida de la
poblacion r a este herbicida (Figura 2B y 2E).

Los resultados de esta seccion permiten confirmar que la poblacion R presenta
resistencia cruzada a tres herbicidas inhibidores de la ALS pertenecientes a diferentes familias
quimicas: imidazolinonas (IMI) para el caso del imazetapir, triazolopirimidinas (TP) para el
caso de diclosulam y sulfonilureas (SU) para el caso del clorimurén-etil.

Interesantemente, la poblacion R mostrd valores de biomasa significativamente
superiores a la poblacion r en ausencia de tratamiento con herbicidas (200% maés), lo cual no
daria indicios de que exista un costo asociado a la resistencia, sino mas bien lo contrario. No
obstante, al tratarse de biotipos de origenes tan distantes no es posible pensar en un
background genético comun, condicion que resulta indispensable para evaluar penalidades en
el ajuste adaptativo o aptitud de una poblacion (Vila-Aiub et al., 2015). En otras palabras, la
diferencia en la produccion de biomasa observada entre los controles de las poblaciones Ry r
podria ser consecuencia de una diferente tasa de crecimiento vegetativo entre los dos biotipos
bajo las condiciones de crecimiento utilizadas, no necesariamente vinculada al factor de
resistencia sino a un vagaje genético (e incluso, epigenético) diferente. Futuros estudios seran

necesarios para establecer si existe 0 no un costo asociado a la resistencia en la poblacion R.

CAPITULO1 | 51



Tabla 3. Parametros de las curvas dosis-respuesta. Las valores de GRs, (inhibicion del
crecimiento media) y DLs, (dosis letal media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los parametros de GRsy y DLsy de las
poblaciones R y r. R? representa el coeficiente de determinacion del ajuste utilizado. Las letras
en superindice indican diferencias estadisticamente significativas para cada herbicida entre las

poblaciones ensayadas.

Peso seco Supervivencia
Herbicida Poblacion GRs, FR R® DL, FR R°
Imazetapir R 2996 + 206,0° >788 0,99 2288+135% 211 0,98
r 38+0,6° 0,96 10,82 +2,82° 0,97
Clorimuron-etil R >800 >0,3 >800 >11
r 86,2+ 125 0,99 73 +17 0,98
Diclosulam R 4397 +3214* 600 0,99 >960 >78
r 7,32+0,82° 096 122+15 0,97
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta in vivo con inhibidores de la ALS en A. palmeri. Los resultados
se expresan como porcentaje de supervivencia (A-C) y peso seco (D-F) relativo a los controles no
tratados. En algunos casos (B, C y E) las dosis del herbicida aplicado no provocaron una reduccién
sustancial de las variables en estudio, lo cual imposibilitd el ajuste de los datos a la curva
paramétrica. Las flechas sobre el eje x indican la dosis aplicada a campo (1X) de cada principio
activo.
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2.3.1.2 Ensayos de actividad enzimética in vitro

En lo que respecta a la medicion de actividad ALS in vitro, la seleccion en placa
resultdé en un método rapido y sencillo para descartar plantas segregantes del biotipo R
resistente (Figura 3). Aquellas plantulas que mostraron un retardo en el crecimiento y una
pérdida de pigmentacidn no fueron utilizadas para la obtencion de extractos crudos y posterior
medicién de actividad. Inicialmente, es interesante resaltar que no hubo diferencias
significativas en los niveles de actividad ALS entre las poblaciones R y r en ausencia de
herbicidas. La actividad especifica de los controles sin tratamiento se encontré en el rango de
0,02-0,04 U/mg, similar a los valores reportados para extractos crudos de otras especies
(Forlani et al., 1991; Durner et al., 1991). Sobre la base de los valores de Isp obtenidos (Tabla
4) obtenidos a partir de las curvas de inhibicion enzimatica (Figura 4), se puede afirmar que la
poblacién R tiene una isoforma de la enzima ALS con una sensibilidad reducida a los tres
herbicidas testeados, comparado con la poblacién r. De acuerdo a los FR, estos niveles son
altos para imazetapir (36,68 veces), moderados para clorimurén-etil (6,53 veces) y bajos pero
significativos para diclosulam (2,27 veces). Estos resultados sientan una evidencia importante
para fortalecer la hipdtesis sobre la presencia de mecanismos de resistencia asociados al sitio

de accion en esta poblacion.

Tabla 4. Parametros de las curvas de actividad ALS. El s, (inhibicion
de la actividad enzimatica media) se expresa en uM. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los valores de Isq de las
poblaciones R y r. Las letras en superindice indican diferencias
estadisticamente significativas para cada herbicida entre las
poblaciones ensayadas.

Parametros
Herbicida Poblacion Iso FR R?
Imazetapir R 17,50 +9,09% 33,68 0,95
r 0,5196 + 0,3418 ° 0,97
Clorimuroén-etil R 0,0098 + 0,0020% 6,53 0,98
r 0,0015 + 0,0004 " 0,99
Diclosulam R 0,0136 +0,0032% 2,27 0,98
r 0,0060 + 0,0006 " 0,98
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Figura 3. Germinacion y seleccion en placa de plantas resistentes de la poblacion R. Las semillas
fueron sembradas en medios no selectivos y selectivos (imagen superior e inferior,
respectivamente). Las plantas sobrevivientes fueron trasplantadas a macetas y utilizadas para
ensayos de actividad ALS.

CAPITULO1 | 55



120

100 4

s @ Qo
o o o
L 1 1

% Actividad ALS residual
3

0 4 e R
or

T T
le-7 1e-6 1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 1le+1 1e+2 1e+3 1e+d

Log concentracion imazetapir [pM]

120
100

S g0

=]

@

2

w1 60 4

3

<

=

ﬁ 40 4

kst

< 20 A

= )
o{ e R

or

le-7 1e-6 1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 le-1 1e+0 e+l 1e+2 1e+3

Log concentracion clorimuron-etil [puM]

120
100 A
é 80 -
wy
2
%) b
A 60
<
b=
.-i_-:}’ 40 +
=
I}
< 20 -
= o
o4{| ® R
or

T T
le-7  1e-6 1e-5 1le-4 1e-3 1e-2  1le-1 1e+0  1e+1 1e+2 1e+3

Log concentracion diclosulam [pM]

Figura 4. Curvas de actividad enzimética in vitro con inhibidores de la ALS sobre extractos crudos
de hoja de A. palmeri. Los resultados se expresan en porcentaje de actividad residual relativa a los
controles no tratados, para las poblaciones R y r en presencia de imazetapir (A), clorimurén-etil (B)
y diclosulam (C).
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2.3.1.3 Mecanismos moleculares de la resistencia a inhibidores de la ALS

El estudio de las secuencias de clones individuales permitié un analisis comparativo
entre la variabilidad de los alelos als presentes en las poblaciones R y r. Todas las secuencias
ALS de la poblacion r presentaron una identidad aminoacidica del 100%, mientras que las
secuencias de la poblacion R presentaron polimorfismos nucleotidicos que se tradujeron en
sustituciones a nivel proteina. Todas las sustituciones encontradas en el marco abierto de
lectura se encuentran listadas en la Tabla 5, asi como también los nimeros de acceso para las
secuencias completas cargadas en las bases de datos del NCBI. Se encontraron cuatro
versiones alélicas para el gen als dentro de la poblacién resistente. A pesar de haber trabajado
con muestras de ADN gendémico provenientes de varias plantas, esta variabilidad resulta
bastante elevada, sobre todo si se considera que A. palmeri es una especie diploide con una
sola copia del gen als (Ferguson et al., 2001). Sin embargo, este hecho podria estar explicado
por diversos factores tales como la alta presion de seleccion ejercida por el control quimico, la
naturaleza de polinizacion cruzada obligada de esta especie y la gran cantidad de mutaciones
capaces de conferir resistencia a inhibidores ALS dentro del gen en estudio (McCourt et al.,
2006).

En la poblacion R, el reemplazo de un triptéfano por una leucina en la posicion 574 de
la cadena polipeptidica fue encontrado en dos de los clones (R1y R2, Figura 5B). Debido a la
adopcion mas tardia de los herbicidas de la familia de las TP (triazolopirimidinas), esta
sustitucion ha sido frecuentemente asociada a la resistencia a IMI 'y SU (Tranel y Wright,
2002), aunque actualmente se la conoce como una sustitucién que confiere resistencia de
amplio espectro a todas las familias de herbicidas inhibidores de la ALS (Beckie y Tardif,
2012). Asi, esta mutacion podria por si misma explicar la resistencia cruzada observada en la

poblacién R.
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Tabla 5. Diferencias de aminoacidos detectadas en el marco abierto de lectura
de la ALS de A. palmeri resistente (R) respecto al control susceptible (r). Las
mutaciones previamente reportadas se encuentran resaltadas en negrita. Los
amino &cidos estdn numerados de acuerdo a la secuencia ALS de A. thaliana,
a excepcion de la A282D, que fue numerada de acuerdo a Amaranthus
retroflexus ya que cae en una region ausente en la secuencia de A. thaliana.

Poblacion  Version alélica (y  Sustitucion ALS NUmero de Acceso
frecuencia) (GenBank)
r A (8/8) — KY781916
R A (1/8) -
B (5/8) A282D KY781917
C (1/8) W574L KY781918
D (1/8) W574L — M6011 KY781919

Tardif et al. (2006) encontraron que la sustitucion W574L provocaba efectos
pleiotropicos en el crecimiento y desarrollo de plantas de la especie A. powellii. Sin embargo,
la ausencia de una reduccion en la biomasa o en la actividad ALS en las plantas R respecto de
la plantas r en ausencia de herbicidas, no brindé ningun indicio para sospechar de algin costo
en la aptitud de la poblacién en estudio asociado a la resistencia. Aun asi, como se menciond
anteriormente, es necesario un enfoque metodolégico mas complejo para asociar un costo a
una resistencia de manera inequivoca (Vila-Aiub et al., 2009).

Dos sustituciones no reportadas previamente fueron encontradas fuera de los dominios
conservados de la ALS de la poblacién R (Sibony et al., 2001). Una de ellas, la sustitucion
A282D, fue encontrada en una alta frecuencia (5/8 clones, Tabla 5), pero la misma se localiza
dentro de una region poco conservada, cercana a un fragmento ausente en la secuencia de
referencia de A. thaliana (clon R3, Figura 5A). Por otro lado, la sustitucion M6011 aprecio en
uno de los clones, acompafada de la sustitucion W574L (clon R2, Figura 5C). A pesar de que
es probable que estos cambios representen simplemente una variacion genética natural, no se
puede descartar algun tipo de contribucion de las mismas al fenotipo de resistencia observado.
La caracterizacion in vivo de lineas homocigotas purificadas conteniendo cada una de las
sustituciones encontradas por separado, permitiria dilucidar si las sustituciones A282D y
M6011 encontradas efectivamente contribuyen en algun grado a la resistencia.

Estos resultados moleculares muestran, por primera vez, la presencia de un mecanismo
de resistencia a inhibidores ALS asociado al sitio de accion en una poblacion de A. palmeri

detectada en Argentina recientemente.
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Figura 5. Apilamiento consenso de nucledtidos y de aminodcidos entre las secuencias de las
poblaciones R y r de A. palmeri. Las sustituciones encontradas en la poblacion R fueron las
siguientes: D282A (A), W574L (B) y M601I (C). Sélo la sustitucion en la posicion 574 cae dentro
de los dominios conservados de la acetolactato sintasa (D).
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2.3.2 Resistencia a glifosato

2.3.2.1 Ensayos dosis-respuesta in vivo

Las curvas de dosis-respuesta indican que tanto la biomasa seca como la tasa de
supervivencia en las poblaciones r y R son significativamente mayores que para la poblacion
S cuando las plantas son expuestas a dosis crecientes de glifosato (Figura 6). Las dosis de
glifosato utilizadas permitieron un buen ajuste de las curvas (Ver valores de R* en Tabla 6).
Los factores de resistencia, calculados como los cocientes entre los GRsy y DLsg de las
poblaciones resistentes y la poblacidn susceptible, variaron entre 24,5 y 47,2 para biomasa
seca y entre 28,0 y 116,9 para supervivencia (Tabla 6), indicando altos niveles de resistencia a
glifosato en estas poblaciones (FR>10, segun criterio consensuado por la Weed Science
Society of America). Sin embargo, es importante resaltar que la poblacion S fue
marcadamente susceptible a glifosato (DLsp= 10,6 y GRso= 28,3, Tabla 6), produciendo asi
altos FR que podrian estar sobrestimando los niveles de resistencia de las poblaciones r y R.
Las poblacion R resultd significativamente mas resistente que la poblacion r (p-value<0.001).

Estos resultados confirman la sospechada resistencia a glifosato en estas poblaciones.

Biomasa seca (% del control)
Supenvivencia (% del control)

T T

T T
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

Glifosato (g i.a./ha) Glifosato (g i.a./ha)

Figura 6. Curvas dosis-respuesta con glifosato en las poblaciones de A. palmeri. Las plantas de las
poblaciones S, r y R fueron sometidas a la aplicacion de dosis crecientes de glifosato. Los
resultados se expresan como porcentaje de biomasa seca (A) y supervivencia (B) respecto de los
grupos controles no tratados.
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Tabla 6. Parametros de las curvas de dosis-respuesta. Las valores de GRs, (inhibicion del
crecimiento media) y DLs, (dosis letal media) estan expresados en g i.a./ha. Los factores de
resistencia (FR) representan el cociente entre los pardmetros de GRsq Y DLs, de las poblaciones R
y r respecto de la poblacion S. R? representa el coeficiente de determinacion del ajuste utilizado.
Las letras en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones
ensayadas.

Supervivencia Peso seco
Poblacion DL, FR R® GRs, FR R®
S 10,6 + 2,7° 0,99 28,3 + 5,1° 0,99
r 297,0 +38,9° 280 0,98 694,1 + 10,0° 245 0,99
R 1239,3 +172,4° 116,9 0,96 1336,8 +171,1° 472 0,97

2.3.2.2 Mecanismos moleculares de la resistencia a glifosato

En lo que respecta al estudio de los mecanismos moleculares causantes de la
resistencia a glifosato, se abordaron los dos mecanismos de RT mayoritariamente reportados
para especies del género. Como se muestra en la Tabla 7, se estudid la prevalencia de la
sustitucion P106S y la amplificacién del gen epsps en cada poblacion mediante las técnica
dCAPS y gPCR, respectivamente.

La sustituciéon P106S estuvo presente en todas las plantas analizadas de las
poblaciones r y R. El ensayo de dCAPS indic6 que todas las plantas de la poblacion r eran
homocigotas para la sustitucion P106S, mientras que en la poblacion R algunas resultaron
homocigotas y otras heterocigotas (Tabla 7). En el gel de agarosa mostrado en la Figura 7 se
pueden observar los diferentes patrones de digestion obtenidos en la poblacion R. Estos
resultados fueron confirmados por secuenciacion, como puede observarse en la Figura 8. Las
secuencias parciales del gen epsps fueron depositadas en el GenBank bajo los nimeros de
acceso MK069608 (S106) y MK069609 (P106).

Resulta interesante resaltar que algunas plantas de la poblacion R, ademés de la
P106S, presentaron simultdneamente una amplificacion génica leve pero significativa (Figura
9, Tabla 7). No hay indicios para sospechar de la presencia de mecanismos de resistencia
desconocidos en estas especies, aunque no puede descartarse la presencia de mecanismos no
asociados al sitio de accion, como ha sido recientemente reportado para poblaciones de A.

palmeri en México (Dominguez-Valenzuela et al., 2017).
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Figura 7. Ensayo dCAPS desarrollado para sustituciones en la P106 de la EPSPS de A palmeri.
ADNs control de muestras secuenciadas de A. palmeri fueron incluidos para validar la fidelidad del
test: heterocigotas para la sustitucion P106S (a), homocigotas para la sustitucion P106S (b) y
homocigotas wild-type (c). ND: Muestra no digerida; D: Muestra digerida. La secuencia salvaje
(wt) produce una banda Unica digerida de 156 pb, mientras que la mutante en la posicion 106 es
insensible a la digestién y produce una banda no digerida de 181 pb. Las muestras 1 y 3 de la
poblacién R resultaron homocigotas para la sustitucién, mientras que las muestras 2, 4, 5y 6

resultaron heterocigotas para la misma.

Tabla 7. Mecanismos moleculares de la RG. La sustitucion P106S
fue detectada en todas las plantas de las poblaciones r y R de A.
plameri, mientras que so6lo dos plantas de la poblacién R presentaron
un aumento significativo en el nimero relativo de copias del gen
epsps (marcados con *). P y S indican un residuo de Prolina o de
Serina en la posicion 106 de la EPSPS, respectivamente.

Poblacion  Planta dCAPS  N° relativo de copias epsps

S 1 PP 1.0
S 2 PP 1.0
S 3 PP 1.0
S 4 PP 1.0
S 5 PP 1.0
S 6 PP 1.0
r 1 SS 1.8
r 2 SS 1.0
r 3 SS 1.4
r 4 SS 1.2
r 5 SS 14
r 6 SS 1.1
R 1 SS 1.8
R 2 PS 1.1
R 3 SS 1.6
R 4 PS 2.9*
R 5 PS 1.0
R 6 PS 3.4*
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias parciales del gen epsps. A: El analisis de las secuencias
permitio la deteccién de polimorfismos en la regién cercana al aminoacido 106 de la EPSPS
(numerado de acuerdo a Zea mayz). Se detectd la sustitucion P106S en todas las plantas de las
poblaciones r y R. B: Los cromatogramas muestran que las plantas de la poblacién r resultaron
homocigotas para la sustitucion, mientras que algunas plantas de la poblacién R (como la planta 2)
resultaron heterocigotas, lo cual es consistente con los resultados observados mediante la técnica

dCAPS.
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N° de copias relativo epsps (R/S)

Plantas 4. palmeri

Figura 9. Estudio del mecanismo de amplificacion del gen epsps. El nimero relativo de copias del
gen epsps fue determinado por PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados fueron
normalizados utilizando las determinaciones de las muestras S como referencia. Las barras
verticales representan el error estandar de la media. *Indica diferencias estadisticamente
significativas seguln el test de aleatorizacion del software REST.

Estos resultados representan la primera caracterizacion de la resistencia a glifosato en
poblaciones de A. palmeri de Argentina, y el segundo caso de reporte de la sustitucion P106S
en esta especie en todo el mundo (Dominguez-Valenzuela et al., 2017). Adicionalmente, estos
resultados complementan la caracterizacion de la resistencia a inhibidores de la ALS en la
poblacién R, oriunda de la localidad de Vicufia Mackenna. En este contexto, es importante
mencionar que la resistencia multiple a glifosato y a herbicidas inhibidores de la ALS se ha
expandido fuertemente en toda la region Pampeana, limitando las estrategias de control
quimico a la rotacion y/o mezcla de herbicidas con unos pocos sitios de accion adicionales,
como los son los inhibidores de la PPO, del Fotosistema Il y las auxinas sintéticas (REM,
2019; Lloret, 2016; Chahal et al., 2015). La integracién de practicas de control no quimicas a
los programas de manejo de malezas es una necesidad emergente en los sistemas de
produccion agropecuaria locales, especialmente si se pretende disminuir la tasa de evolucion
de malezas resistentes a herbicidas y evitar el surgimiento de nuevos mecanismos de

resistencia.
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2.4 CONCLUSIONES

A través de la metodologia aplicada, fue posible confirmar la resistencia a glifosato en
una poblacion de A. palmeri (r) y la resistencia cruzada y multiple a inhibidores de la ALS de
tres familias quimicas y a glifosato en otra poblacion de A. palmeri (R). Estos estudios
comprenden el primer reporte de mecanismos de resistencia asociados al sitio de accion para
esta especie en Argentina. Producto de esta investigacion, se encontré que la poblacion R de
la localidad de Vicufia Mackenna presenta la previamente reportada sustitucion W574L en la
secuencia de la ALS, causante de altos niveles de resistencia a todas las familias de
inhibidores de dicha enzima. Adicionalmente, tanto la poblacién R de Vicufia Mackenna
como la poblacion r de Tucuman, fueron caracterizadas en la resistencia a glifosato,
detectando una alta prevalencia de la sustitucion P106S. Algunas plantas de la poblacion R
presentaron, simultaneamente, una amplificacion baja pero significativa en el nimero relativo
de copias del gen epsps, sugiriendo que éste podria ser un mecanismo emergente en dicha
poblacién y podria agravar el problema de la resistencia a gliosato en el corto plazo. Los

resultados obtenidos permitieron confirmar la hipdtesis de trabajo planteada en 2.1.
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CAPITULO 2

ESTUDIO DE LAS BASES BIOQUIMICAS DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES
DE LA ALS Y GLIFOSATO EN POBLACIONES DE Amaranthus hybridus DE
ARGENTINA

3.1 INTRODUCCION

Como ya se ha descripto en detalle anteriormente, la evolucion de la resistencia a
herbicidas en malezas representa uno de los problemas mas desafiantes que enfrenta la
agricultura actualmente. A pesar de ser ampliamente aceptado que la presion de seleccién es
el desencadenante de este fendmeno desafortunado (Shaner 2014), el control quimico
continda siendo la préactica mas utilizada para el manejo de malezas.

Amaranthus hybridus L. es una especie de maleza latifoliada nativa de Sudamérica y es
actualmente la méas problematica en Argentina (REM, 2019). El primer caso de resistencia a
nivel mundial en esta especie fue reportado en 1972, al herbicida atrazina (Heap, 2019).
Actualmente, esta especie se ha vuelto resistente a herbicidas con 6 sitios de accidon diferentes,
y numerosas poblaciones presentando resistencia maltiple han sido caracterizadas (Heap,
2019). A pesar de que los mecanismos de RG han sido descriptos en varias especies de este
género, hasta ahora, los mecanismos por los cuales A. hybridus se ha vuelto resistente a
glifosato son completamente desconocidos. En cambio, algunos de los mecanismos de
resistencia a inhibidores de la ALS han sido bien caracterizados en esta especie. Ciertas
sustituciones en esta enzima, como la A122T, D376E, W574L y S653N, han sido reportadas
en poblaciones de A. hybridus con resistencia a herbicidas del grupo B (Berger at al., 2016;
Maertens et al., 2004; Trucco et al., 2006; Whaley et al., 2006; Whaley et al., 2007). A pesar
de que el primer caso de resistencia a inhibidores ALS en A. hybridus fue detectado en
Argentina en 1996 (Tuesca y Nisensohn, 2001), mas de 20 afios después aun no existen
reportes de los mecanismos que otorgan resistencia en las poblaciones locales.

En este capitulo, se pretende identificar los mecanismos moleculares que subyacen a la
resistencia a inhibidores de la ALS vy a glifosato en poblaciones de A. hybridus colectadas en

los ultimos 15 afios en Argentina.
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Objetivo

Examinar las bases moleculares de la resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de la
ALS en cinco poblaciones de Amaranthus hybridus de la region pampeana colectadas en el
periodo 2001-2014, e identificar los mecanismos que causan una inusualmente elevada

resistencia a glifosato en una de ellas.

Hipotesis de trabajo

Las poblaciones de Amaranthus hybridus colectadas en Argentina entre el 2001 y el
2014 presentan mecanismos de resistencia asociados al sitio de accion que explican la
resistencia cruzada a inhibidores de la ALS de diferentes familias quimicas y también la

resistencia multiple a estos herbicidas y a glifosato en una de ellas.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Recoleccidon del material vegetal y tratamiento con herbicidas

Las semillas de A. hybridus utilizadas en estos estudios fueron colectadas entre el 2001
y el 2014 en siete localidades diferentes donde se detectaron repetidas fallas en el control
quimico con las dosis recomendadas de imazetapir y/o clorimurdn-etil (inhibidores de la
ALS), asi como de un campo libre de aplicacion de herbicidas para utilizar como control
susceptible. EI muestreo consistié en la toma de inflorescencias de 50 plantas por campo y su
combinacién para obtener una muestra representativa. Las subpoblaciones se nombraron de
acuerdo a la localidad donde fueron cosechadas, como muestra la tabla 8. Estudios previos
confirmaron que la poblacion de S-ZA es sensible a los herbicidas inhibidores de ALS y que
las poblaciones R-Pl y R-BA presentan resistencia cruzada a mas de una familia de herbicidas
inhibidores de la ALS (Romagnoli et al., 2013; Tuesca y Nisensohn, 2001). La resistencia a
imazetapir y clorimurdn-etil de las poblaciones restantes (R-VM, R-CA y R-AL) fue
confirmada por dos aplicaciones repetidas con dosis 1X sobre 25 plantas. Las poblaciones se
clasificaron como resistentes cuando la tasa de supervivencia fue > 50% y como susceptibles
cuando la tasa de supervivencia fue <10%, siguiendo el criterio de Yu et al. (2012).

Tabla 8. Poblaciones de Amaranthus hybridus estudiadas. Las poblaciones S-ZA y S-
HU fueron utilizadas como controles susceptibles para los ensayos de resistencia a
inhibidores de la ALS y a glifosato, respectivamente.

Poblacién Localidad Coordenadas R ALS? R glifosato?
S-ZA Zavalla 33°00’ S 60°53° O No $?
S-HU Huanchilla 33°39'S 63°38' O J? No
R-PI Pueblo Italiano 33°53” S 62°50° O Si $?
R-BA Baldissera 33°07° S 62°19° O Si &?
R-VM Vicuiia Mackenna  33°54° S 64°23° O Si &?
R-CA Canals 33°33” S 62°53° O Si Si
R-AL Aldao 30°58° S 61°44° O Si $?

Adicionalmente, se sospechaba de una fuerte resistencia al herbicida glifosato en la
poblacion R-CA, por lo cual se realizé una confirmacion y caracterizacion in vivo de dicha
resistencia mediante curvas de dosis-respuesta, utilizando como control susceptible a una
poblacién de A. hybridus de la localidad de Huanchilla (S-HU). La metodologia aplicada para

los ensayos de dosis-respuesta fue descripta en la seccién 2.2.2.
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La progenie de cada poblacion aplicada se crecio en camara de cultivo a 25 °C y un
fotoperiodo de 16 h a una intensidad luminica de 400 pmol/m?s hasta alcanzar un estadio de
4-6 hojas. Luego, se extrajo ADN genomico a partir del tejido foliar de un nimero
determinado de plantas, segun lo indicado en cada uno de los experimentos detallados en las
secciones siguientes. Para el caso del estudio de la resistencia a glifosato, todos los ensayos (a
excepcioén de la curva dosis-respuesta y la estimacion de frecuencia genotipica) se llevaron a
cabo sobre ocho plantas provenientes de la autopolinizacion de una planta R-CA

sobreviviente a una dosis 1X de glifosato, que fueron llamadas plantas R-CA;.

3.2.2 Mecanismos moleculares de la resistencia a inhibidores de la ALS

3.2.2.1 Clonado y secuenciacion del gen als

La metodologia aplicada fue idéntica a la descripta para A. palmeri en la seccién
2.2.3.2 del capitulo 1. En este caso, se secuenciaron cuatro plasmidos conteniendo versiones
alélicas del gen als para cada poblacion y los resultados fueron analizados en el software

bioinforméatico Unipro Ugene, de acuerdo a lo descripto en la seccion 2.2.3.3.

3.2.3 Estudio de la resistencia a glifosato

3.2.3.1 Ensayo de acumulacion de shikimato

Inicialmente, se cortaron diez discos de 4 mm de didmetro de hojas jovenes de ocho
plantas S-HU y ocho plantas R-CA;. Estos fueron depositados en frascos de vidrio de 20 mL
(viales) conteniendo 1 mL de una solucion de fosfato monobésico de amonio 10 mM pH 4,4 y
0,1% v/v de Tween 80, de acuerdo al protocolo descripto por Shaner et al. (2005). Un
volumen de 10 uL de una solucién de glifosato fue agregado de manera de lograr
concentraciones finales de 200, 400 y 800 uM, mientras que a los viales control se les agregd
un volumen equivalente de agua destilada. Los viales fueron tapados y transferidos a una
camara de cultivo donde se incubaron en luz (150 umol/m?s) durante 16 hs. Luego de dicha
incubacion, se adicionaron 250 puL de HCI 1,25 M vy los viales se congelaron hasta la

medicion de 4acido shikimico. Los niveles de shikimato fueron determinados
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espectrofotométricamente segun lo descripto por Cromartie y Polge (2000). La absorbancia de
midié a 380 nm en un espectrofotometro PerkinEImer Lambda Bio+ y los valores fueron
convertidos a ng de acido shikimico por g de peso fresco utilizando una curva estandar de
shikimato de Sigma-Aldrich. Se realizaron triplicados técnicos para cada tratamiento y el
experimento fue repetido dos veces. Los valores obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
la variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias
estadisticamente significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de
significancia del 5% (a = 0.05).

3.2.3.2 Secuenciacién parcial del gen epsps

Se extrajo ADN genomico de ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA;, se amplificd
y se secuencio un fragmento del gen epsps, segun lo descripto en la secciones 2.2.4.1 y
2.2.4.2. Las secuencias fueron analizadas con el software bioinformatico Unipro Ugene,
segun lo descripto en la seccion 2.2.3.3.

3.2.3.3 Blisqueda de sustituciones en la Prolina 106

Con el objetivo de determinar la cigosis de posibles mutaciones causantes de
sustituciones en la P106 se aplicé la técnica de dCAPS sobre muestras de ADN gendémico de
ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA;, aplicando la metodologia descripta en la seccion
2.2.4.1.

3.2.3.4 Numero relativo de copias del gen epsps

El numero relativo de copias del gen epsps en la poblacion R-CA; respecto de la
poblacién R-HU fue estudiado mediante PCR cuantitativa en tiempo real, segun el protocolo

descripto en la seccion 2.2.4.3.

3.2.3.5 Extraccion de ARN v sintesis de ADN copia

Se extrajo ARN de hojas jovenes de ocho plantas S-HU y ocho plantas R-CA;

utilizando el kit comercial Plant Total RNA (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
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manual. Se agregd un paso adicional de tratamiento con DNasa (desoxirribonuecleasa) que
consistié en el agregado de una unidad enzimética por reaccion durante 20 minutos a 25 °C.
El ARN obtenido fue disuelto en agua destilada estéril y fue cuantificado utilizando un
espectrofotometro PerkinElmer Lambda Bio+. Su integridad y calidad fue chequeada
adicionalmente por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Finalmente, se realizd la sintesis
del ADN copia (ADNc) a 42 °C durante 1 hora en un volumen de reacciéon de 25 pL
conteniendo 0,25 pg de ARN molde, 200 pmol de oligo(dT) (Biodynamics) y 200 U de la

transcriptasa reversa M-MLV de Promega.

3.2.2.6 Estudio de los niveles de expresién del gen epsps

Se utiliz6 la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real para estudiar los niveles de
expresion del gen epsps con respecto a un gen de referencia, en este caso el gen als. Se
utilizaron los oligonucledtidos Af (5-GCTGCTGAAGGCTACGCT-3") y Ar (5-
GCGGGACTGAGTCAAGAAGTG-3") (que amplifican un producto de 118 pb). Las
reacciones fueron preparadas en un volumen final de 13 pL, conteniendo 200 nM de los
oligonucleotidos especificos, 1X de RealMix gPCR de Biodynamics y 0,5 uL de ADNc. Al
menos tres réplicas bioldgicas fueron procesadas por triplicado técnico. El protocolo de
amplificacion y el andlisis de los resultados fueron conducidos como se describe en la seccion
2.2.4.3. Las medidas de cuantificacion relativa fueron utilizadas para expresar los resultados

como el nimero de veces en que la expresion del gen epsps se vio modificada.

3.2.2.7 Extraccién de ADN gendmico de semilla Unica

Se desarroll6 un protocolo para la extraccion de ADN gendmico de semillas de
especies de Amaranthus. ElI mismo consistio en la hidratacion de las semillas en agua
destilada durante una noche a temperatura ambiente, seguida de la disrupcién mecanica con
pilon plastico de semillas individuales posicionadas en el fondo de tubos plasticos de 2 mL.
Los pasos siguientes consistieron en una versién modificada y acortada del protocolo de
extraccion con buffer CTAB:

- Adicion de 400 uL de buffer CTAB. Agitacion en vortex durante 3 segundos.

- Incubacion a 55 °C durante 15 minutos.
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- Centrifugacion a 3000 g durante 1 minuto.

- Adicién de 400 pL de cloroformo. Agitacion en vortex durante 5 segundos.

- Centrifugacion a 12000 g durante 5 minutos.

- Transferencia de 300 uL de la fase superior a un tubo conteniendo 300 uL de isopropanol.
Mezclado por inversion.

- Incubacion a -20 °C durante 20 minutos.

- Centrifugacion a 12000 g durante 10 minutos. Descarte del sobrenadante.

- Adicion del 300 uL de etanol 70% v/v.

- Centrifugacion a 12000 g durante 5 minutos. Descarte del sobrenadante.

Este protocolo no requiere la utilizacion de nitrégeno liquido ni de centrifuga refrigerada.

3.2.2.8 Andlisis de alta resolucion de curvas de fusion

Se realiz6 un estudio de la frecuencia de aparicion de una triple sustitucion en la
EPSPS de la poblacion R-CA (T1021 + A103V + P106S, a la cual se denomin6 TAP-IVS), ya
qgue la misma fue encontrada en las plantas R-CA;. Las determinaciones se realizaron
mediante un andlisis de alta resolucion de curvas de fusion (o curvas de “melting”), segun lo
descripto en un trabajo reciente (Barrantes-Santamaria et al., 2018). Los oligonucleétidos
utilizados y el protocolo de amplificacién de la PCR cuantitativa fueron idénticos a los
descriptos es la seccion 2.2.4.3, utilizando 1 uL de ADN de 130 semillas como molde. Como
esta triple sustitucion TAP-IVS deriva de tres transiciones C>T, su presencia produce un
descenso de 1,2 °C en la temperatura de fusion del fragmento amplificado del gen epsps
respecto a la secuencia salvaje. En consecuencia, el Unico pico de las curvas de fusion se
mueve de ~84 a ~82.8 °C. Para chequear la habilidad de esta técnica en la deteccion de
variantes heterocigoticas, se crearon muestras heterocigotas artificiales mezclando ADN
genomico proveniente de las plantas conteniendo la triple sustitucion TAP-1VS y los controles
de la poblacion susceptible S-HU (proporcion 1:1). Los diferentes patrones de curvas
obtenidos (I, 11 'y 111, Figura 15A) fueron correlacionados a la ausencia/presencia de la triple
sustitucion en la EPSPS en homocigosis o heterocigosis. Un subgrupo representativo de
muestras (incluyendo algunas con patrones levemente diferentes a los representados en I, Il 'y

I11) fueron validadas a través de la técnica “dCAPS” (segun lo descripto en la seccion 2.2.4.1)
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para detectar la presencia o ausencia de la secuencia salvaje, y también por secuenciacion a

través del servicio de Macrogen (Macrogen Inc., Corea).

3.2.2.9 Andlisis estructural de la mutante TAP-1VVS

Se realiz6 un modelado estructural utilizando el servidor SWISS-PROT de las
secuencias salvajes (wt), doble mutante (TIPS) y triple mutante (TAP-1VS) de la EPSPS de A.
hybridus a partir de su secuencia de ADNc (patente US20130288895A1). La estructura de la
EPSPS de E. coli (1G6S PDB) fue utilizada como molde para el modelado de la wt, y la
estructura de la EPSPS TIPS de E. coli (3FK1 PDB) como molde para las versiones TIPS y
TAP-IVS. Fue garantizado, para todos los modelos, un valor RMSD (Root Mean Square
Deviation) global menor a 0,2 y una estructura secundaria global similar a la de los moldes.
Para analizar en detalle las diferencias del sitio de union del glifosato a la EPSPS, se
determind la distancia entre dicho ligando y un residuo reportado como clave para la union
(G96 en E. coli, equivalente a la G101 en plantas) (Funke et al., 2009) utilizando el software
Pymol Molecular Graphics System. Finalmente, se realizé una prediccién de los residuos de
aminoéacidos involucrados en el sitio de union a glifosato utilizando la aplicacion LIDIA del
programa COOT (Emsley et al., 2004).
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Resistencia a inhibidores de la ALS

Todas las poblaciones presentaron una tasa de supervivencia mayor al 50% luego de
las aplicaciones de dosis 1X de imazetapir y clorimuron-etil, con excepcién al control
susceptible S-ZA. Como no existian secuencias publicadas para el gen als en A. hybridus
previo a estas investigaciones, las secuencias obtenidas fueron alineadas a las del gen als de
A. palmeri. La Figura 10 muestra los alineamientos nucleotidicos y aminoacidicos con los
cambios detectados en los dominios conservados de la proteina para cada poblacion resistente.
Asi, una transversion T->A en la posicion 1125 provoco el cambio de un glutamato por un
aspartato en la posicion 375 de la proteina ALS (correspondiente a la posicion 376 en la
secuencia de referencia de A. thaliana) (Figura 10A) y una transversion G>T en la posicion
1718 produjo el reemplazo de un triptéfano por una leucina en la posicion 573
(correspondiente a la 574 en A. thaliana) (Figura 10B). Cada poblacion resistente presento al
menos una de estas dos sustituciones, ambas reportadas como causantes de resistencia de
amplio espectro a todos los inhibidores de la ALS, lo cual es consistente con los fenotipos
observados. Las sustituciones encontradas en cada poblacion estan listadas en la Tabla 9. Las
dos sustituciones nunca aparecieron en un mismo alelo. En la Figura 11, se puede observar un
mapa de distribucion de las poblaciones estudiadas con sus respectivos mecanismos de
resistencia a inhibidores de la ALS. Las secuencias completas de los alelos susceptibles y
resistentes fueron depositadas en el GenBank bajo los nimeros de acceso MHO036304-
MHO036306.

A pesar de que la resistencia a herbicidas en A. hybridus ha sido un problema en
Argentina desde 1996 (Tuesca y Nisensohn, 2001), no ha habido hasta el dia de hoy estudios
que indaguen sobre los mecanismos moleculares responsables de la resistencia cruzada
observada en poblaciones locales. Hasta ahora, solo Berger et al. (2016) han reportado la
presencia de la sustitucion S653N en dos poblaciones de A. hybridus de la provincia de
Cordoba. Curiosamente, dos poblaciones de A. palmeri -especie reportada en Argentina hace
apenas unos afios (Morichetti et al.,, 2013)- fueron descriptas como portadoras de las
sustituciones W574L y S653N en la secuencia de la proteina ALS (Larran et al., 2017). A

pesar de que Berger et al. (2016) estudiaron la posible hibridacién entre poblaciones locales
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de A. hybridus y A. palmeri, no encontraron evidencias para acreditar la ocurrencia de tal
fendmeno. Sobre la base del conocimiento de que ambas especies presentan las sustituciones
W574L y S653N, parece prudente no descartar una posible hibridacion entre poblaciones de
estas especies, especialmente si se considera que la transferencia de genes de resistencia a
inhibidores ALS desde una especie monoica a otra dioica del género Amaranthus ya ha sido
descripta (Tranel et al., 2002).
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Consenso
nucleotidos

A. palmeri
S-ZA
R-P1
R-BA
R-CA
R-VM
R-AL (1)
R-AL (2)

Consenso
aminoacidos

A. palmeri
S-ZA
R-PI
R-BA
R-CA
R-VM
R-AL (1)
R-AL (2)

cgag gac

gggt

taggtt

ggtaagctcgag

1109

112 1114 116 1118 1120 12 124 1126 112

1130 13 113 113 13 1140 1142 1144 1146

GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT
GGGTTAGGTTTGAT

GAT
GAT
GAT
GAT

yavdkadlllafgvr

CGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
CGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
CGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
CGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
GABECGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
GATCGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
GABCGAGTGACTGGTAAGCTCGAG
GATCGAGTGACTGGTAAGCTCGAG

rvtg eafasr

58 360 362 36 368 372

378 380 382 384 386

YAVDKADLLLAFGVRFD
YAVDKADLLLAFGVRFD
YAVDKADLLLAFGVRFD
YAVDKADLLLAFGVREFD
YAVDKADLLLAFGVRED
YAVDKADLLLAFGVRFD
YAVDKADLLLAFGVRFD

RVTGKLEAFASR
RVTGKLEAFASR
RVTGKLEAFASR
RVTGKLEAFASR
"RVTGKLEAFASR
DRVTGKLEAFASR
DRVTGKLEAFASR

D
D
D
D
E

YAVDKADLLLAFGVRFDD!

DRVTGKLEAFASR

Consenso

nuclestidos tttaggtatggttgttcaa gaagatcgattttaca

1698 1.7 1702 1704 1706 1708 1710 1712 1714 171p 1718 720 1722 1724 1726 1728 1730 1732 1734
A. palmeri TTTAGGTATGGTTGTTCAATGGGAAGATCGATTTTACA
S-ZA TTTAGGTATGGTTGTTCAATGGGAAGATCGATTTTACA
R-PI TTTAGGTATGGTTGTTCAATIGGAAGATCGATTTTACA
R-BA TTTAGGTATGGTTGTTCAATIEGGAAGATCGATTTTACA
R-CA TTTAGGTATGGTTGTTCAATGGGAAGATCGATTTTACA
R-VM TTTAGGTATGGTTGTTCAATIHGGAAGATCGATTTTACA
R-AL (1) TTTAGGTATGGTTGTTCAATGGGAAGATCGATTTTACA
R-AL (2) TTTAGGTATGGTTGTTCAATIIGGAAGATCGATTTTACA
Consenso UL T LT LR
aminoécidos pvkimllnnghlgmvy fykanraht

556 558 560 562 564 566 568 570 572 74 576 578 580 582 584

A. palmeri PVKIMLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHT
5-ZA PVKIMLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHT
R-PI PVKIMLLNNQHLGMVVQ‘;EDRFYKANRAHT
R-BA PVKIMLLNNQHLGMVVQ.:EDRFYKANRAHT
R-CA PVYKIMLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHT
R-VM PVKIMLLNNQHLGMVVQ‘EDRFYKANRAHT
R-AL (1) PVKIMLLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHT
R-AL (2) PVKIMLLNNQHLGMVVC’EDRFYKANRAHT

Figura 10. Alineamientos nucleotidicos y aminoacidicos de las secuencias correspondientes a la
ALS de A. hybridus en las posiciones donde se detectaron mutaciones.
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Tabla 9. Sustituciones encontradas en el marco abierto
de lectura de la ALS de las poblaciones resistentes de
A. hybridus, numeradas de acuerdo de la secuencia de
referencia de A. thaliana.

Sustituciones en la ALS
Poblacion de A. hybridus D376E W574L
S-ZA -
R-BA -
R-PI -
R-CA \
R-VM -
R-AL \

2 <2

2 2

Comprender los mecanismos que entraman la resistencia a herbicidas permite una
mejor toma de decisiones a la hora de diagramar programas de manejo. Por un lado, los
mecanismos de resistencia limitan el espectro de herbicidas que pueden utilizarse en los
programas de rotacion. En particular, se conoce que la sustitucion S653N causa resistencia
alta a herbicidas de la familia de las IMI pero baja o nula a herbicidas de las familias de las
SU y TP (Heap, 2019). En cambio, las mutaciones en posiciones 574 y 376 encontradas aqui
fueron extensamente reportadas como causantes de resistencia a las cinco familias quimicas
de inhibidores de la ALS (Whaley et al., 2007), restringiendo las posibilidades de control con
herbicidas de dicho modo de accion. Por otro lado, ciertas penalidades en la aptitud o ajuste
adaptativo de una poblacion pueden estar asociadas a mecanismos de resistencia, por lo cual
las estrategias de manejo deberian apuntar a favorecer la reproduccion de las plantas
susceptibles promoviendo la ausencia de presion de seleccion. A pesar de que los costos de
fitness fueron estudiados correctamente en un numero limitado de casos (Vila-Aiub et al.,
2015), ciertos efectos pleiotropicos importantes afectando la morfologia y anatomia de la
planta fueron asociados a poblaciones ALS-resistentes de A. powellii portando la sustitucion
W574L (Tardif et al., 2006).

Finalmente, la conduccion de encuestas tanto para dilucidar la distribucion de especies
como de mecanismos de resistencia resulta muy Util para la construccién de mapas de riesgo
gue nos alerten de manera geo-localizada sobre las estrategias que se deberian incorporar o
dejar de lado en los programas de manejo de malezas. A pesar de que es dificultoso establecer
una hipotesis sobre el origen y dispersion de la resistencia en las poblaciones en estudio, es

posible afirmar, al menos, que las mutaciones responsables de la resistencia cruzada estan
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esparcidas en el sur de las provincias de Cordoba y Santa Fe (Figura 11). Ademas, si se tiene
en cuenta que estas poblaciones fueron cosechadas entre 4 y 17 afios atras, se puede asumir
que la resistencia y la frecuencia de estas mutaciones estdn hoy mucho mas extendidas que lo
ilustrado por la Figura 11. Consecuentemente, frente a la deteccion de una subpoblacion de A.
hybridus resistente a la aplicacion de cualquier inhibidor ALS en esta region, se recomienda
fuertemente la rotacion o combinacion de herbicidas con un modo de accion diferente,
excluyendo al glifosato, ya que esta maleza también se ha vuelto rapidamente resistente a
dicho principio activo en gran parte de la zona nucleo de produccion de Argentina (Scursoni y
Satorre, 2010). Sin embargo, solo la incorporacion de estrategias no quimicas en los
programas integrados de manejo de malezas ayudara a desacelerar la evolucion de las malezas
resistentes a herbicidas. No se han estudiado mecanismos de resistencia no asociados al sitio
de accidn en estas poblaciones, por lo tanto, no se puede descartar la presencia de mecanismos

de este tipo contribuyendo en cierta medida a los fenotipos de resistencia.

Figura 11. Localizacion de las poblaciones de A. hybridus estudiadas y distribucion de los
mecanismos de resistencia a inhibidores ALS en Argentina.
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3.3.2 Resistencia a glifosato

3.3.2.1 Niveles de resistencia a glifosato en la poblacion R-CA

Los experimentos de dosis-respuesta con glifosato permitieron confirmar la resistencia
de la poblacion R-CA. Una gran reduccion de la biomasa de la poblacion S-HU fue observada
a bajas dosis de glifosato en comparacion con la poblacion R-CA (Figuras 12 y 13). El valor
de GRs para la poblacién susceptible fue de 66,6 g i.a./ha, mientras que el de la poblacion
resistente fue de 20.900 g i.a./ha, arrojando un factor de resistencia (FR) de 314 (Tabla 10).
La poblacion R-CA exhibio un valor de GRsy marcadamente mas elevado -especificamente,
19,6 veces- que la dosis de glifosato recomendada por el marbete (540 g i.a./ha). Inclusive, la
dosis aplicada mas elevada (32X) no fue suficiente para controlar a esta poblacién, en la cual
el 100% de las plantas sobrevivieron 21 DDT (dias después del tratamiento) y completaron

normalmente su ciclo de vida con formacion de semillas.

Figura 12. Respuesta al glifosato de plantas de las poblaciones S-HU y R-CA de A. hybridus.
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Tabla 10. Pardmetros de la curva dosis-respuesta. El factor de resistencia
(FR) se calcul6 como el cociente entre los GRs, (inhibicion del
crecimiento media) de las poblaciones R-CA y S-HU. Las letras en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas.

Poblacion GRsp FR R’
S-HU 66,6 +74° 0,96
R-CA 20900 +8600° 314 0,75
140
® R-CA
120 E o S-HU
S 100 N E E
g t
o
© 80 -
(]
©
X 60 A ¥
o
(5]
L 40 A
o
1]
20 4 §
O_
10 100 1000 10000

Glifosato (g i.a./ha)

Figura 13. Ensayo de dosis-respuesta. Las plantas de la poblacién S-HU y R-CA fueron sometidas
a la aplicacion de diferentes dosis de glifosato. Los resultados se expresan como porcentaje de
biomasa seca remanente respecto del control sin tratar, para cada poblacion.

3.3.2.2 Acumulacién de shikimato

El shikimato se acumula en las plantas cuando la enzima EPSPS es inhibida por
glifosato debido a que el shikimato-3-fosfato, uno de sus sustratos, es desfosforilado y
convertido a shikimato mas rapido de lo que es consumido en otras vias metabdlicas
(Herrmann y Weaver, 1999). El bioensayo en discos de hoja mostré que las plantas S-HU
acumularon shikimato luego del tratamiento con glifosato (variando entre 125-160 pg de
acido shikimico por g de peso fresco), mientras que las plantas R-CA; no lo acumularon a

ninguna de las concentraciones testeadas (200, 400 y 800 uM) (Figura 14). Estos resultados
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son consistentes con una actividad intacta de la enzima EPSPS proveniente de las plantas R-

CA en presencia de glifosato, inclusive a la concentracion mas elevada.

250

b E R-CA;
200 - “' 1 S-HU

; |

100 -

o

50 -

T u T

-50 - - a

Acido shikimico (ug/gpf)

-100 T T T
200 400 800

Glifosato (uM)

Figura 14. Acumulacion de shikimato en hojas de plantas S-HU versus R-CA;. Los valores se
expresan en pg de acido shikimico por gramo de peso fresco de tejido bajo tres concentraciones de
glifosato (200, 400 y 800 uM). Las barras verticales representan el error estandar de la media. Las
diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas.

3.3.2.3 Analisis de la secuencia epsps de las plantas R-CA;

Con el objetivo de estudiar la presencia de mutaciones asociadas al sitio de accion en
la poblacion resistente de A. hybridus, se amplific6 mediante PCR una region altamente
conservada del gene epsps en la cual varias mutaciones han sido reportadas como causantes
de resistencia a glifosato (Sammons y Gaines, 2014; Funke et al., 2009). EI anélisis de las
secuencias reveld una triple sustitucion aminoacidica en los fragmentos de la EPSPS de todas
las plantas R-CA; (Figura 15A). La misma es causada por cuatro nucle6tidos mutados que
producen los siguientes cambios de codones: ACA por ATA (T102l), GCG por GTC
(A103V) y CCA por TCA (P106S). Como consecuencia, se produce una triple sustitucion a la
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cual se denomina TAP-IVS. Estas sustituciones simultaneas ocurriendo en las posiciones 102
y 106 son conocidas como TIPS y su contribucién a la resistencia a glifosato ha sido bien
caracterizada, e incluso comercialmente utilizada (Lebrun et al., 2003; Arnau et al., 1998;
Spencer et al., 2000). Hasta ahora, la evolucion natural de esta doble sustitucion ha sido
documentada s6lo en dos especies de malezas (Yu et al., 2015; Alcantara-de la Cruz, 2016a),
convirtiendo a esta poblacion de A. hybridus en el tercer reporte a nivel mundial. No obstante,
la tercera sustitucion que aparece, causada por dos mutaciones consecutivas (ver Figura 15A),
es, hasta donde se conoce, la primera vez que se reporta. Las secuencias parciales obtenidas
fueron depositadas en la base de datos del Gen Bank bajo los nimeros de acceso MH482843
(plantas R-CA;) y MH482844 (plantas S-HU).

A pesar de que las consecuencias de esta sustitucion novedosa en la posicion 103
sobre las propiedades cinéticas y regulatorias de la EPSPS no fueron dilucidadas aun, su
localizacion dentro de este dominio tan conservado sugiere que podria tener alguna
implicancia en los niveles inusualmente elevados de resistencia que presenta esta poblacion
de A. hybridus, como discute en secciones posteriores.

Adicionalmente, los ensayos de dCAPS fueron hechos sobre ocho plantas R-CA;
portando la triple sustitucion TAP-1VS para clasificar a las muestras en homocigotas u
heterocigotas. Todas las plantas testeadas resultaron homocigotas para dicha sustitucion,
como puede observarse en la ausencia de digestion en todas ellas (Figura 15B). Dado que A.
hybridus es una especie esencialmente autdgama, la homocigosis puede lograrse en unas
pocas generaciones. De cualquier manera, este genotipo es esperable considerando que la
sustitucién TAP-1VS no es un evento tan reciente en la evolucién de la resistencia a glifosato
en esta poblacion, como se describiré en la seccion 3.2.2.5.
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A 102103 106
4. palmeri GGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGACAGCTGCGGTT
G N A G T A M R P L T A A \%
4 hybridus SHU - GGTAATGCAGGAACAGCGATGCGCCCATTGACAGCTGCGGTT
G N A G T A M R P L T A A \%
gl. ajf;}f’{""dm R-CA GGTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
G N A G I Vv M R S L T A A \%
gl- ajf;}f?dm R-CA GGTAATGCGGGAATAGTCATGCGAICATTGACAGCTGCGGTT
G N A G I A\ M R S L T A A A%
51- agfgidus R-CA GGTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
G N A G I Vv M R S L T A A A%
A hybridus R-CA, - GGTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT

Planta 4 G N A G I V M R S L T A A V
A hybridus R-CA,  GOUTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
Planta 3 G N A G I VvV M R S L T A A V
A hybridus R-CA,  GOTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
Planta 6 G N A G I Vv M R S L T A A V
A-hybridus R-CA; - GUTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
Planta 7 G N A G I VvV M R S L T A A V
A-hybridus R-CA, GUTAATGCGGGAATAGTCATGCGATCATTGACAGCTGCGGTT
Planta 8 G N A G I V M R S L T A A V
B Controles 4. palmeri R-CA,
ND 10 ND D ND D ND D ND D ND D ND D
- - - - E
R-CA, S-HU
ND D ND D ND D ND D ND D ND D
Iy £l <«— 131pb
<— 156 pb

Figura 15. Secuenciacion parcial del gen epsps y genotipado por dCAPS. A) Analisis del
fragmento de secuencia epsps en las plantas R-CA. Las cuatro mutaciones encontradas estan
subrayadas. Los aminoacidos fueron nombrados de acuerdo a la secuencia de Zea mays. B)
Genotipado por dCAPS desarrollado para la sustitucion P106S en A hybridus. ADNs control de
muestras secuenciadas de A. palmeri (wt, heterocigota y homocigota para la sustitucion P106S)
fueron incluidos para validar la fidelidad del test. ND: No Digerido; D: Digerido. La secuencia
salvaje (wt) produce una banda Unica digerida de 156 pb (muestras S-HU), mientras que la mutante
en la posicion 106 es insensible a la digestion y produce una banda no digerida de 181 pb (todas las

muestras R-CA,).
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3.3.2.4 Amplificacién del gen epsps

El incremento en el nimero de copias de gen epsps fue estudiado por PCR cuantitativa
en tiempo real. Los individuos de la poblacion S-HU presentaron, en promedio, 1,04 copias
del gen epsps en relacion al gen control als, mientras que las plantas de la poblacién R-CA
presentaron un leve aumento en el nimero de copias relativo, que varié entre 1,8 y 3,7 veces
(Figura 16A). Sin embargo, la expresion del gen epsps a nivel de ARNm no resultd
significativamente aumentada en las plantas R-CA; (Figura 16B). De manera similar, no se
encontrd una correlacion entre el nimero de copias y los niveles de expresion en un reporte
previo hecho sobre la especie Bromus diandrus, caso en el cual fue atribuido a que las copias

del gen epsps estaban transcripcionalmente inactivas (Malone et al., 2016).
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Figura 16. Estudio del mecanismo de amplificacion del gen epsps. El nimero relativo de copias
del gen epsps (A) y los niveles de expresion relativa al gen als (B) fueron determinados por PCR
cuantitativa en tiempo real, utilizando las determinaciones de las muestras S-HU como referencia.
Las barras verticales representan el error estandar de la media. * Indica diferencias estadisticamente
significativas.
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Es importante resaltar que los dos mecanismos asociados al sitio de accion actuando
de manera simultanea fueron sélo reportados recientemente para Eleusine indica (Gherekhloo
et al., 2017). De esta manera, este seria el segundo reporte en el cual mutaciones puntales y
amplificacion del gen epsps estan evolucionando juntas en una misma poblacion. Basados en
los resultados, se plentea la hipotesis de que la amplificacion del gen epsps es un mecanismo
emergente en la poblacién R-CA (dado el bajo nimero de copias del gen) y que, por lo tanto,

su efecto en los niveles de expresion del gen podria no ser detectable aun.

3.3.2.5 Frecuencia de la sustituciéon TAP-1VS en la poblacién R-CA

Basados en la informacion de secuencia, se disefié un experimento para determinar la
frecuencia de aparicion del alelo portador de la triple mutacién (alelo R) en la poblacién R-
CA original. Para ello, se utilizaron las técnicas de dCAPS, HRMA y/o secuenciacion (como
se describié en la seccion 3.2.2.9) para genotipar 130 semillas. Los perfiles obtenidos
mediante HRMA se observan en la Figura 17C. Los cromatogramas parciales derivados de la
secuenciacion se muestran en la Figura 18.

Este ensayo revelé que al menos el 48% de las muestras eran homocigotas para el alelo
R (representado como genotipo RR); y el 52% restante fueron clasificadas como portadoras
del alelo wt (representadas como genotipo RS) (Figura 18). Estos resultados resultan un tanto
dificiles de interpretar, ya que si el alelo wt esta presente en algunas plantas y A. hybridus es
una especie esencialmente autbgama hubiera sido de esperar, en condiciones de herencia
mendeliana, la aparicion de plantas homocigotas para el alelo wt, como ocurri6 con el alelo R.
En el Gnico contexto en que podria explicarse este resultado es en una situacion en la cual el
mecanismo de amplificacidn génica esté presente en la poblacién R-CA. Asi, aquellas plantas
clasificadas bajo el genotipo RS podrian ser, en realidad, homocigotas para el alelo R y
portadoras de amplificacion génica, por lo cual un alelo S podria estar presente en otro locus.
Adicionalmente, dada la posible ocurrencia de una amplificacion en el gen epsps, no se puede
descartar a priori la presencia de los alelos IAS, TVS y TAS (simples y dobles sustituciones)
en las muestras clasificadas bajo el genotipo RS, aunque en este caso las mismas deberian
ocurrir en una combinacion tal que los cromatogramas de las secuencias sean indistinguibles

de los heterocigotas TAP/IVS (Figura 18, cromatograma inferior). Como no se detecto
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ninguna mutante homocigota para estos genotipos, se propone que solo dos versiones alélicas
(R: IVS, S: TAP) estan presentes en la poblacion R-CA.
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0,9 <> oe]

0,8

0,74

0,8
0,74

0.6 02 L‘V--‘ R-CA population

dF/T

5

20 al 82 83 24 85 85 87
°C

0,5

0,4

0.3

0.2

0,1

0,0 Y Y Y Y - Y - :| Y Y ¥ Y Y Y Y Y T ¥ Y

Figura 17. Analisis de alta resolucion de las curvas de fusion para la deteccion de la triple
sustitucion TAP-IVS en la EPSPS. A) Perfiles representativos de curvas de fusion para
homocigotas TAP (I, linea negra), homocigotas IVS (ll, linea violeta), y heterocigotas artificiales
(111, linea roja). La triple sustitucion causa un corrimiento de ~1,2 °C en la temperatura de fusién
del fragmento amplificado del gen epsps. B) Curvas de fusion para las plantas R-CA; (lineas
violetas) y para las plantas S-HU (lineas negras) mostrando todos genotipos 1VS homocigotas y
TAP homocigotas, respectivamente. C) Curvas de fusion para la poblacién R-CA original, donde el
alelo wt estuvo presente en algunas muestras (lineas rojas) y no en otras (lineas violetas).
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Figura 18. Pasos para la clasificacion genotipica de las muestras de la poblacion R-CA. “R” da
cuenta del alelo mutante IVS mientas que “S” da cuenta del alelo salvaje (wt). Un unico pico
(HRMA), ausencia de digestion (dCAPS) y/o una asignacion inequivoca de nucledtidos en la
regién de la triple sustitucion fueron observadas para las muestras 1IVS homocigotas (linea RR).
Los picos dobles (HRMA), la digestion parcial (dCAPS) y/o la asignacion ambigua de nucleétidos
causantes de la triple mutacién (lineas punteadas) se observan en las muestras IVS heterocigotas
(linea RS). "El enfoque diploide abordado aqui podria ser una sobresimplificacion de los genotipos
reales, ya que puede existir amplificacion del gen epsps. La presencia de los alelos IAS, TAS y
TVS fue despreciada basada en la ausencia de muestras homocigotas para estos genotipos.

El alto porcentaje de individuos resistentes que resultaron homocigotas para la triple
sustitucion TAP-IVS (RR) pareceria sugerir que la sustitucion nueva A103V no es un evento
reciente. Por otro lado, la ausencia de individuos homocigotas para la mutacion P106S podria
ser atribuida a los bajos niveles de resistencia aportados por la misma. Adicionalmente, la no
deteccion de individuos homocigotas para la doble sustitucién TIPS podria relacionarse al
elevado costo que ha sido asociado a la misma (Funke et al., 2009; Han et al., 2017). En
cualquiera de los casos, deberia existir alguna ventaja adaptativa de las mutantes TAP-IVS
por sobre la doble mutante que pueda explicar la prevalencia del alelo R en la poblaciéon R-
CA. Esta ventaja podria ser que: 1) Las mutantes TAP-IVS conlleven un costo menor o muy
pequefio y por lo tanto proliferaron selectivamente, y/o 2) Las mutantes TAP-IVS podrian
conferir mayores niveles de resistencia a glifosato y mayor tolerancia a aplicaciones repetidas.
Considerando la historia del campo donde esta poblacion fue cosechada y el GRsp
determinado para esta poblacion, el segundo escenario parece ser el mas probable. De
cualquier manera, un costo en la aptitud de esta poblacion asociado a la triple sustitucion no

puede ser descartado.
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La combinacion de mecanismos de resistencia a glifosato usualmente conlleva un efecto
aditivo en la magnitud de la resistencia. Sin embargo, como no fue posible encontrar ningun
individuo homocigota wt (genotipo SS), no hay evidencia para pensar en la presencia de
mecanismos no asociados al sitio de accion contribuyendo al elevado factor de resistencia
estimado para la poblacion R-CA.

Por otro lado, se decidid evaluar si las plantas R-CA; (que fueron caracterizadas como
RR, Figura 17B) podian tolerar la dosis mas elevada aplicada de glifosato utilizada en las
curvas de dosis-respuesta. Los resultados observados fueron contundentes: todas las plantas
R-CA; sobrevivieron a la aplicacion de la dosis 32X, produciendo descendencia viable. Esta
observacion, junto al registro de un desarrollo aparentemente normal de las plantas en
ausencia de glifosato (datos nos mostrados), apoyarian la hipdtesis de que no existe un costo
en la aptitud de la poblacién asociado a este genotipo. De todas maneras, estudios rigurosos
son necesarios para validar fielmente esta presuncion.

Finalmente, cuando los pardmetros de la curva de dosis-respuesta son comparados con
los de todas las especies resistentes a glifosato caracterizadas a nivel molecular en el mundo
(Tabla 11), el valor de GRs de la poblacién R-CA resulta, por lejos, el mas elevado de todos
los reportados, con mencion especial a una poblacion de E. indica que presenta un valor de
DLso similarmente elevado (Yu et al., 2015). Esta poblaciéon contenia la sustitucion TIPS
como Unico mecanismo de resistencia a glifosato. A pesar de que E. indica y A. hybridus sean
diferentes especies, la unica diferencia entre los mecanismos de resistencia a glifosato
encontrados entre estas dos poblaciones remite a la tercera sustitucién A103V, reforzando la

hipétesis de la contribucion de la misma a los altos niveles de resistencia observados.
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Tabla 11. Valores de GRs, (inhibicion del crecimiento media) y/o DLs, (dosis letal media) para las
especies de malezas resistentes a glifosato caracterizadas a nivel molecular hasta el momento.

Especie

G RsoJr D Lsof

Mecanismo

Ref.

Amaranthus palmeri
Amaranthus rudis

Amaranthus spinosus
Amaranthus tuberculatus
Ambrosia trifida

Bidens pilosa
Bidens pilosa

Bromus diandrus
Chloris truncata
Conyza canadensis

Conyza canadensis
Conyza canadensis
Echinochloa colona

Echinochloa colona
Echinochloa colona

Eleusine indica
Eleusine indica
Eleusine indica

Eleusine indica
Eleusine indica
Kochia scoparia
Leptochloa virgata

Lolium perenne
L. perenne spp. multiflorum
L. perenne spp. multiflorum
Lolium rigidum
Lolium rigidum
Lolium rigidum

Lolium rigidum
Sorghum halepense

Tridax procumbens

560
2984
700
1280
1300
142,7

1055,8

311,2
>3600
1740
890
240
130
173
1383,7
555,6

1551,5
2023

719,8
1596
1782
300

2554

1330

554,31

774,4
>2000

288
5514

1010
450
798
1938,3
>25900

6100
1330,3

6983
2310
2251

714
2182

916,27

Amplificacion génica
Amplificacion génica

Amplificacion génica

P106S + Translocacion reducida
Répida muerte celular
(mecanismo “fénix’’)
Translocacion reducida

TIPS + Translocacion reducida

Amplificacion génica
Amplificacion génica
Translocacién reducida +
Metabolismo acelerado
P106S

Sobreexpresion de la EPSPS
P106S

P106T + Actividad EPSPS
aumentada

P106S + Actividad EPSPS
aumentada

P106S

P106L

P106S + Sobreexpresion de la
EPSPS

TIPS

TIPS

Amplificacion génica

P106S + Translocacion reducida
+ Actividad EPSPS aumentada
Amplificacion génica

P106A

P106S + Translocacion reducida
P106L/S

P106A + Translocacion reducida
P106T/S + Translocacion
reducida

P106T + Translocacion reducida
Translocacion reducida

T102S

Gaines et al., 2010;
Culpepper et al., 2006
Sarangi et al., 2015;
Sarangi et al., 2017
Nandula et al., 2014
Nandula et al., 2013
Van Horn et al., 2018

Alcéntara-de la Cruz et
al., 2016a
Alcéntara-de la Cruz et
al., 2016a
Malone et al., 2016
Ngo et al., 2018
Gonzalez-Torralva et al.,
2012b
Page et al., 2018
Mei et al., 2018
Alarcon-Reverte et al.,
2013
Alarcon-Reverte et al.,
2015
Alarcon-Reverte et al.,
2015
Yuetal., 2015
Chenetal., 2015
Gherekhloo et al., 2017

Chen et al., 2015
Yuetal., 2015
Wiersma et al., 2015
Alcéntara-de la Cruz et
al., 2016b
Salas et al., 2012
Jasieniuk et al., 2008
Perez-Jones et al., 2008
Collavo et al., 2012
Yu et al., 2007
Bostamam et al., 2012

Wakelin y Preston, 2006
Vila-Aiub et al., 2007 y
Vila-Aiub et al., 2012
Lietal, 2018

" En los casos en los que mas de 1 poblacion fue estudiada, se muestra el valor de GRsy 0 DLsy mas elevado.

3.3.2.6 Modelado estructural de la version TAP-1VS de la EPSPS

En trabajos previos, la version TIPS de E. coli fue cristalizada y el efecto de esta doble

mutacion en la funcionalidad de la enzima y la resistencia a glifosato fue estudiado en detalle
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(Funke et al., 2009). Este analisis mostro que la sustitucion T971 (T102l en plantas) en
presencia de la S101 (S106 en plantas) produce un cambio de orientacion de la G96 (G101 en
plantas) hacia el sitio de union al glifosato, causando una reduccion de la afinidad de la
enzima EPSPS por el herbicida, al mismo tiempo que la afinidad por el PEP (uno de sus
sustratos) también se reduce. Como consecuencia, se producen niveles de resistencia a
glifosato més elevados a expensas de una menor eficiencia catalitica de la enzima, lo que
finalmente se traduce en un costo en la aptitud de las plantas que expresan esta version
doblemente mutada, como ya ha sido descripto para una poblacién de E. indica (Han et al.,
2017).

Como no existe hasta el momento una estructura cristalizada de la EPSPS en A.
hybridus, se realizé un modelado por homologia sobre las versiones wt, TIPS y TAP-IVS de
la EPSPS utilizando los moldes de E. coli y la secuencia completa disponible para el ADNc
de A. hybridus (patente US20130288895A1). Los moldes fueron seleccionados debido a una
alta identidad con las secuencias de interés (~54%) y a la posibilidad de utilizar estructuras
cristalinas con buena resolucién tanto en presencia de glifosato como de shikimato-3-P
(Figura 19A).

Con el objetivo de analizar las modificaciones estructurales producidas por la triple
sustitucion TAP-IVS sobre el sitio de unién al gliosato, se compar6 la distancia entre el
glifosato y el residuo de G101 (equivalente a G96 en E. coli), como fue previamente descripto
para la mutante TIPS. Los resultados indican que la sustitucion adicional en la posicion 103
produce un leve cerramiento del sitio de unién al PEP y al glifosato respecto a la versién
TIPS, lo cual es evidenciado por un acortamiento en la distancia entre el glifosato y este
residuo clave de glicina (Figura 19B). Como puede observarse, esta distancia se reduce de 3,6
A (linea roja discontinua) a 3,3 (linea celeste discontinua) y 3,2 (linea rosada discontinua) en
las versiones TIPS y TAP-IVS, respectivamente. En relacidn a ésto, el analisis adicional a
través de la aplicacion LIDIA del programa COOT permitio detectar que existe un re-arreglo
de los aminoacidos involucrados en la interaccion con el glifosato, que se evidencia por el
cambio de identidad de aquellos que forman parte de las esferas de coordinacion primarias y
secundarias con dicho ligando (Figura 19C). Sin embargo, los ocho aminoéacidos esenciales
para la union del PEP (Schonbrunn et al., 2001; Pollegioni et al., 2011), siguen presentes en
todas las versiones. Curiosamente, cuando se compararon los modelos TIPS y TAP-1VS, la
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arginina en la posicion 131 (equivalente a la 124 en E. coli) s6lo mantiene una de sus dos
posibles interacciones con el glifosato en el caso de la tiple mutante.

A
Glifosato
C wt TIPS TAP-lVS
® 5
. @\ + @ + .*
()
5 0/ o RS
® @ ‘ () +

Figura 19. Modelado estructural de las variantes EPSPS wt, TIPS y TAP-IVS. A) Modelado
estructural por homologia utilizando la EPSPS wt de E. coli (1G6S pdb) como molde en el servidor
Swiss-Prot. B) Distancia de interaccion entre el glifosato y el residuo G101 en la wt (linea roja
discontinua), TIPS (linea celeste discontinua) y TAP-IVS (linea rosada discontinua). C) Residuos
involucrados en la union del PEP/glifosato en las versiones wt, TIPS y TAP-IVS. Los residuos
basicos estan coloreados en azul, los &cidos en rojo, los apolares en verde y los polares en rosa. Las
flechas azul y verde indican los dadores y aceptores de cadena lateral, respectivamente. ' En el
esquema de TAP-IVS se indican los ocho amino&cidos esenciales para la union del PEP.

Finalmente, estos resultados permiten formular la hip6tesis de que la estructura
conformacional de la versién TAP-1VS poseeria un sitio activo mas pequefio, lo cual causaria
una exclusién diferencial del glifosato que podria ser superada por el PEP debido a su menor

tamafio molecular.

CAPITULO2 | 93



3.4 CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo resultaron muy novedosos. Por un lado,
representan el primer informe oficial sobre los mecanismos moleculares causantes de
resistencia cruzada a inhibidores ALS en la especie de maleza méas problemética de
Argentina. Luego de mas de 17 afios de detectadas las poblaciones locales de A. hybridus con
resistencia a inhibidores de la ALS, se reporta la presencia de las sustituciones W574L y
D376E en la ALS de las mismas como mecanismo causante de una resistencia de amplio
espectro. Por otro lado, se informa sobre la prevalencia de una triple sustitucién novedosa
(TAP-IVS) como el Unico mecanismo detectado en una poblacion de A. hybridus portadora de
valores inusualmente elevados de RG. Estos resultados sugieren la evolucion de un nuevo
mecanismo de RG apareciendo en A. hybridus y representan: 1) el primer reporte de una triple
sustitucién en la enzima EPSPS y 2) el primer mecanismo de resistencia asociado al sitio de
accion descripto en esta especie a nivel mundial.

Estos resultados, ademas de confirmar la hipdtesis de trabajo planteada en la seccién
3.1, deben alertar sobre la necesidad de integrar nuevas estrategias de control quimico con
practicas no quimicas en los programas de manejo para disminuir la evolucion de la
resistencia a herbicidas en Argentina y prevenir tanto la emergencia de nuevos mecanismos de

resistencia como la acumulacion de los ya existentes.
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CAPITULO 3

PREVALENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES DE
RESISTENCIA A GLIFOSATO, LACTOFEN Y ATRAZINA EN 22 POBLACIONES
DE Amaranthus tuberculatus DEL ESTADO DE OHIO, ESTADOS UNIDOS.

4.1 INTRODUCCION

Como ya se ha mencionado en los capitulos 1y 2, la resistencia a herbicidas representa
un gran problema en los sistemas agropecuarios de todo el mundo y los Estados Unidos no
son la excepcion. Amaranthus tuberculatus Moq. Sauer es la especie de maleza mas
problematica en los cultivos agrondmicos de los estados de Illinois, lowa y Missouri
(Chatham et al., 2015; Legleiter y Bradley; 2008; McMullan y Green, 2011; Schultz et al.,
2015), causando peérdidas en el rendimiento de hasta un 43% en cultivos de soja (Hager, 2002)
y de hasta un 74% en cultivos de maiz (Steckel y Sprague, 2004).

A. tuberculatus posee un largo periodo de germinacion, una rapida tasa de crecimiento,
una alta densidad poblacional y una abundante produccién de semillas (Tranel y Trucco,
2009). Al igual que A. palmeri, es una especie dioica y la polinizacion cruzada obligada
facilita un rapido enriquecimiento y recombinacion de alelos asociados a los sitios de accion
de los herbicidas (Busi y Powles, 2009). Asi, desde el primer reporte de resistencia a
herbicidas inhibidores del PSII a comienzos de los afios 90’ (Anderson et al., 1996), la
evolucion de la resistencia se apoderd rapidamente de otros sitios de accion incluyendo la
ALS, PPO, EPSPS, HPPD y receptores de auxinas.

Al dia de hoy se han reportado casos de resistencia multiple a dos, tres, cuatro e
inclusive cinco sitios de accion diferentes en la misma poblacion de A. tubercultatus (Foes et
al. 1998, Legleiter y Bradley, 2008, Bell et al., 2013, Heap, 2019). Actualmente, existen 56
casos reportados de poblaciones de A. tuberculatus con RH en 18 estados de EEUU (Heap,
2019). Mientras que algunos fenotipos de resistencia estan especialmente localizados en
ciertas regiones geograficas, otros se han expandido a lo largo de grandes regiones, como ha
ocurrido con la resistencia a glifosato en todo el centro-oeste de Estados Unidos (Chatham et
al., 2015; Schultz et al., 2015; Vieira et al., 2018).
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Los cientificos de las malezas, y lentamente los productores, estan convencidos acerca
de la urgente necesidad de diversificar las practicas de control que se incluyen dentro de los
programas de manejo de malezas (Norsworthy et al., 2012; Pannell et al., 2016), pero se
necesitan herramientas que permitan aconsejar a los productores en el lapso en el que se
genera conciencia acerca de cuales son las mejores practicas de manejo para la situacion
actual. La conduccidn de encuestas y censos resulta muy til en la creacién de mapas, tanto de
distribucion de especies como de mecanismos de resistencia, tomando vital importancia para
un disefio preciso y responsable de estrategias de control de malezas geolocalizadas o
geodirigdas.

Actualmente, sélo existen dos reportes de resistencia a herbicidas en poblaciones de A.
tuberculatus del estado de Ohio: un caso de resistencia a inhibidores de la ALS y un caso de
resistencia a glifosato, ambos en cultivos de soja (Heap, 2019). Sin embargo, los mecanismos
de resistencia en estas poblaciones no fueron dilucidados. En este contexto, resulta pertinente
generar informacion que permita prevenir que esta especie se vuelva tan problematica en este
Estado como ya lo es en otros.

Dado que A. palmeri fue identificada por primera vez en Argentina hace 6 afos,
posiblemente introducida desde Estados Unidos (Morichetti et al., 2013), resulta clave
profundizar sobre los estudios de la resistencia en varias especies de malezas de este género
que representan un problema grave en los sistemas de produccidén agricola,
independientemente de su origen. Consecutivamente, es relevante indagar sobre los
mecanismos de resistencia a herbicidas que se estén utilizando actualmente como alternativas
al glifosato y a los inhibidores ALS, pero para los cuales no haya casos de resistencia
reportados en Argentina (como lo es el caso de los inhibidores de la protoporfirindgeno
oxidasa -PPO- y la atrazina, inhibidor el PSII).

En el marco de un proyecto colaborativo, se propuso caracterizar la resistencia a
herbicidas pertenecientes a tres grupos diferentes en la especie Amaranthus tuberculatus, una
especie “driver” de caracteristicas reproductivas muy similares a A. palmeri. Particularmente,
se estudié la prevalencia de la resistencia en 22 poblaciones colectadas durante el afio 2016,
asi como también la frecuencia de cada uno de los mecanismos de RT mas reportados para

especies del género en otros estados.
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Objetivos

(1) Determinar la prevalencia y distribucion de los mecanismos moleculares causantes
de resistencia a glifosato, atrazina y lactofen en 22 poblaciones de Amaranthus tuberculatus
del estado de Ohio.

(2) Generar un capital académico que permita el estudio y rapida deteccion de
mecanismos de resistencia plausibles de emerger en el futuro en los sistemas de produccion

de Argentina.

Hipotesis de trabajo

Las tasas de resistencia a glifosato, atrazina y lactofen han alcanzado niveles

mensurables en las poblaciones de Amaranthus tuberculatus distribuidas en el estado de Ohio.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Recoleccidon del material vegetal y condiciones de crecimiento

Las semillas de la especie A. tuberculatus fueron recolectadas durante una encuesta de
finales de temporada de 2016 en el estado de Ohio, Estados Unidos. EI muestreo se limitd a
campos de soja con patrones de infestacion indicativos de posibles problemas de resistencia a
herbicidas. Las muestras de semillas, provenientes de diez plantas creciendo dentro de areas
pequefias, fueron combinadas para armar una muestra que reflejase la poblacion presente
dentro del campo muestreado.

Las semillas de 22 poblaciones de A. tuberculatus de Ohio y de una poblacién sensible
conocida, llamada WUS (Wu et al., 2018), fueron esterilizadas superficialmente y
conservadas a 4 °C durante cinco semanas antes de ser sembradas. La esterilizacion
superficial consistié en una incubacion de dos minutos en etanol al 70% v/v, seguida de una
incubacion de 20 minutos en una solucion de lavandina comercial y agua destilada 1:1, cuatro
lavados con agua destilada y una resuspension final en agarosa al 0,1%. Las semillas se
germinaron en placas de Petri estériles que contenian papel de filtro saturado con agua, y se
incubaron a 35 °C con un ciclo de 12:12 hs dia:noche. Las plantulas se trasplantaron a
recipientes individuales (3,8 cm de didmetro superior por 21 cm de profundidad; Stuewe and
Sons Inc., 31933 Rolland Dr, Tangen, OR 97389) conteniendo una mezcla 3:1:1:1 de sustrato
sunshine LC1:tierra:perlita:arena. Las plantas se cultivaron en invernadero bajo un
fotoperiodo de 12 h a temperaturas que oscilaron entre 28 y 30 °C durante el dia y entre 25 y
27 °C durante la noche. Las plantas fueron regadas dos veces al dia con riego por

nebulizacion.

4.2.2 Tratamientos con herbicidas

Una vez que las plantas alcanzaron el estadio de 4-6 hojas, se seleccionaron hasta 20
plantas relativamente uniformes en crecimiento de cada poblacién para el tratamiento con
cada herbicida. Los tratamientos con herbicidas incluyeron lo siguiente: Roundup
WeatherMax (sal potasica de glifosato 48,8 % p/p) a 840 g i.a./hay 1260 g i.a./ha (1X y 1,5X

la tasa recomendada, respectivamente), Atrazine 90DF (atrazina 88 % p/p) a 1284 g i.a./ha

CAPITULO3 | 100



(1X) y Cobra (lactofen 24% p/v) a 5,48 g i.a./ha (0,03X). Los adyuvantes se incluyeron en
base a las especificaciones de las etiquetas de cada herbicida. Las plantas de la poblacion de
WUS se usaron como controles susceptibles, y grupos de plantas no aplicadas se incluyeron
como controles no tratados. Los herbicidas se aplicaron utilizando una camara de
pulverizacion equipada con una boquilla plana 80015 (TeeJet Technologies, P.O. Box 7900,
Wheaton, IL 60187) colocada a una distancia aproximada de 46 cm por encima de las plantas.
La camara de pulverizacion se calibré para suministrar 187 L/ha. La supervivencia de cada
planta se evalud tres semanas después del tratamiento con glifosato y dos semanas después
del tratamiento con lactofen o atrazina. Las plantas fueron clasificadas como resistentes o
susceptibles segln la presencia o ausencia de nuevo tejido verde. El éxito de la germinacion y
la uniformidad en el desarrollo de las plantulas, permitieron examinar un total de 22, 13y 16

poblaciones para estudiar la resistencia a lactofen, atrazina y glifosato, respectivamente.

4.2.3 Extracciones de ADN

Se utilizaron hojas individuales de todas las plantas resistentes y varias plantas WUS
no tratadas para obtener ADN. El mismo se extrajo utilizando el método del bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), como ha sido descripto por Doyle y Doyle (1990). Las
muestras se evaluaron en lo referente a calidad y cantidad del ADN utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras fueron diluidas

para lograr una concentracion uniforme de 10 ng/uL para los diagndsticos moleculares.

4.2.4 Estudio de los mecanismos moleculares de la resistencia

4.2.4.1 Amplificacién en el gen epsps

Se realiz6 una PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) utilizando el ADN de las
plantas sobrevivientes a las aplicaciones de glifosato con el objetivo de determinar el nimero
de copias del gen epsps. Se utilizé como referencia un gen de copia Unica (cps, que codifica la
subunidad grande de la carbamoilfosfato sintasa). El protocolo de amplificacion ha sido
descripto previamente (Délye et al., 2015; Ma et al., 2013). Las cuantificaciones comparativas
de los valores Ct (método AACt) fueron hechas con el software REST (Pfaffl et al., 2002).
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4.2.4.2 Sustituciones en la P106 de la EPSPS

El ADN de las plantas sobrevivientes a la aplicacion de glifosato se utilizd para
detectar la prevalencia de sustituciones en la prolina 106 en cada poblacion de A.
tuberculatus. Especificamente, se llevé a cabo un ensayo denominado dCAPS (como se
describe en 2.2.4.1) que permite diferenciar el alelo salvaje de aquellos mutantes en el codon
de la P106. La PCR y la posterior digestion con la enzima de restriccion Ncol se realizaron
como se describié previamente (Chatham et al., 2015). Los fragmentos de ADN se
visualizaron en geles de agarosa al 2% tefiidos con GreenGlo Safe DNA Dye (Denville
Scientific Inc). Las muestras de ADN de la poblacion control se incluyeron para validar la
fidelidad de la prueba. Las plantas que presentaron la banda no digerida se clasificaron como
portadoras de una sustitucion en la prolina 106. Posteriormente, se realizé la secuenciacion
del ADN de los sobrevivientes a glifosato para confirmar la fidelidad del test e identificar la
sustitucion especifica de la P106. La amplificacion de ADN de la region P106 se realizd
utilizando procedimientos similares a los descritos por Nandula et al. (2013). En resumen, los
productos de PCR se purificaron utilizando el kit de EZNA (Omega Bio-tek). Los productos
purificados se sometieron a la secuenciacion de Sanger utilizando un Kit BigDye Terminator
v3.1 (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones consistieron en 1 uL de mezcla BigDye, 2 uL
de buffer de secuenciacion 5x, 5,2 uL de glicerol al 12,5% v/v, 2 uL del oligonucleétido R98-
F (5-CTTGGGATACGTGAGAAGCAACAGTTG-3"), 1 uL de ADN molde y 1,8 pL de
agua destilada para alcanzar un volumen final de 13 pL por reaccion. Los tubos se sometieron
a una desnaturalizacién inicial a 96 °C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 96 °C durante
10 segundos, 50 °C durante 5 segundos y 60 °C durante 4 minutos, y una extension final de 60
°C durante 5 minutos. Los productos de PCR fueron secuenciados por el Centro de

Secuenciacion Core de la Universidad de Illinois (Urbana, Illinois, EE. UU.).

4.2.4.3 Delecién de la G210 del gen de la PPO

Se realiz6 un ensayo de gPCR con sondas TagMan sobre el ADN de las plantas
sobrevivientes a la aplicacion de lactofen, junto con cuatro controles WUS, con el fin de
determinar la presencia de plantas homocigotas o heterocigotas para el alelo ppo con una

delecion de la glicina en la posicion 210 (AG210). El disefio experimental y las sondas alelo-
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especificas utilizadas fueron previamente descriptas (Wuerffel et al., 2015). Los
oligonucleottidos utilizados fueron descriptos por Giacomini et al. (2017).

4.2.4.4 Sustitucion de la R98 de la PPO

Una region de 500 pb del gen de la PPO de las plantas sobrevivientes a lactofen se
secuencid segun Giacomini et al. (2017), con algunas modificaciones. En la PCR inicial, el
cebador directo fue southernF (5'-TCCATTACCCACCTTTCACC-3’) y el cebador reverso
fue southernR (5'-AGCGGGATTTGAAGGTAGTAG-3"). En la segunda PCR, el cebador
reverso fue R98M_Xholl (5-AGCGGGATTTGAAGGTAGTAG-3’). Los productos de
amplificacion se analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con GreenGlo Safe DNA Dye y
luego se purificaron con el Kit EZNA Gel Extraction siguiendo el protocolo del fabricante.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo tal como se describe en la seccién 4.2.4.2.

4.2.4.5 Sustitucion de la S264 de la proteina D1

Las plantas sobrevivientes a la aplicacion de atrazina fueron utilizadas para la
bdsqueda de sustituciones en la serina 264 en la proteina D1 del fotosistema Il. Las muestras
de ADN se sometieron a un ensayo “CAPS” (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) en
el que solo el alelo de tipo salvaje del gen se escinde mediante un corte de la enzima de
restriccion Bfal. La diferencia entre los ensayos CAPS y dCAPS radica en que, en el primero,
el sitio de corte para una enzima de restriccion existe naturalmente en la secuencia blanco y
no es necesario introducirlo artificialmente con un oligonucleétido especialmente disefiado
para ello. La amplificacion del fragmento, su digestion y el andlisis de los resultados se

Ilevaron a cabo como se describe en Schultz et al. (2015).

4.2.4.6 Mapas de distribucion

Se utilizo el programa web PhyloGeoVis (phyolgeoviz.org) para generar archivos kml
basados en los datos de geo-localizacion de las muestras colectadas. Las proporciones de

plantas resistentes y la frecuencia de aparicion de los mecanismos estudiados en cada
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poblacion, fueron representadas a través de pequefios graficos de torta insertados en un mapa
del estado de Ohio adquirido de Google Maps.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Resistencia a glifosato

La resistencia a glifosato estuvo presente en todas las muestras analizadas del estado
de Ohio (Tabla 12, Figura 20). Esporadicamente, se observé la supervivencia de plantas de la
poblacién control WUS a la dosis 1X, por lo cual se re-aplicaron un subgrupo de poblaciones
con una dosis 1,5X. Esta dosis si resulto letal para la poblacion WUS vy las tasas de
supervivencia de las poblaciones resistentes fueron similares para ambas aplicaciones. El
fendmeno observado podria deberse a escapes, 0 bien a plantas de la poblacion control que
realmente poseen resistencia a glifosato. Previamente, un grupo de investigadores reporto un
rango de respuestas a glifosato donde ciertas poblaciones poseian una “sensibilidad reducida”
a dicho herbicida (Vieira et al., 2018), lo cual podria asociarse a la presencia de genes
menores contribuyendo a la resistencia (Busi y Powles, 2009).

Tabla 12. Localizacion y supervivencia de las poblaciones de Ohio a
lactofen, atrazina y glifosato. Los valores se expresan como el nimero de
plantas sobrevivientes sobre el total de plantas aplicadas. NA: No Aplicada.

Poblacion Latitud Longitud Lactofen Atrazina Glifosato

1 40,959 -81,001 0/20 19/20 16/20
2 40,960 -81,003 0/20 NA NA

3 40,916 -80,926 0/20 NA NA

4 40,915 -80,713 0/20 NA NA

10 39,831 -83,772 1/20 NA 11/20
11 39,831 -83,777 0/20 2120 NA

14 40,305 -84,683 1/40 0/15 16/20
16 40,373 -84,672 0/20 NA 19/20
17 40,424 -84,677 0/20 NA 18/20
18 40,492 -84,689 0/20 1/15 20/20
19 40,610 -84,689 8/20 7/15 18/20
20 40,678 -84,667 0/20 NA NA
30 40,831 -81,887 0/20 3/15 12/20
31 40,831 -81,887 0/20 5/15 18/20
33 40,831 -81,887 12/20 4/15 6/20
35 40,678 -83,862 0/20 3/20 15/20
36 40,864 -83,563 0/20 1/15 18/20
5 38,966 -84,087 0/20 NA NA

60 40,074 -84,707 3/40 0/15 14/20
62 40,352 -84,627 1/20 3/15 7120

67 40,615 -83,915 1/20 1/15 14/20
69 40,605 -84,299 3/20 NA 10/20
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Figura 20. Distribucién de los mecanismos de resistencia a glifosato en las poblaciones de A.
tuberculatus de Ohio.

En lo que respecta a los mecanismos de resistencia a glifosato, la amplificacion génica
parece ser el mecanismo dominante en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio, estando
presente en el 49% de todas las plantas sobrevivientes (Tabla 13). Este mecanismo ya fue
reportado como forma dominante de la resistencia en los estados de Missouri e Illinois
(Chatham et al., 2015; Vieira et al., 2018). Adicionalmente, la frecuencia de la sustitucion
P106S fue baja (cercana al 6% de las plantas resistentes) si se compara al mecanismo de
amplificacion génica, lo mismo que se observo en las investigaciones citadas anteriormente.
Se observaron multiples casos de plantas presentando los dos mecanismos estudiados (Tabla
13, columna “Doble”). Esto resulta esperable si ambos mecanismos de resistencia estan
presentes dentro de una misma poblacidn, ya que la recombinacion entre ellos debiera ocurrir
con cierta frecuencia.

Si bien un 74% de las plantas aplicadas presentd resistencia a glifosato, un gran grupo
no presentd ninguno de los mecanismos estudiados (Tabla 13). Esta alta frecuencia de
resistencia podria ser el resultado de una extendida aplicacion de glifosato al inicio de la
temporada, seleccionando asi en contra de las plantas susceptibles a dicho herbicida. A su vez,
el alto porcentaje de plantas clasificadas con un mecanismo “desconocido” resulta en una

evidencia adicional a las ya reportadas para sospechar de, al menos, un tercer mecanismo de
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resistencia de bases moleculares que no pudieron dilucidarse hasta el momento (Nandula et
al., 2013; Chatham et al., 2015). La prevalencia de plantas resistentes sin un mecanismo de
resistencia conocido en Ohio no solo respalda esta observacion, sino que también proporciona
evidencia de que este posible tercer mecanismo podria estar tan extendido como otros

mecanismos de resistencia.

Tabla 13. Mecanismos de resistencia a glifosato. n°® S: niamero de plantas
susceptibles. n® R: nimero de plantas resistentes. Doble: Amplificacion
génica y P106S en la misma planta.

Poblacibn n°S n°R Amp. génica P106S Doble Desconocido

1 4 16 12 0 1 3
10 9 11 2 1 0 8
14 4 16 5 0 0 11
16 1 19 3 0 0 16
17 2 18 9 0 0 9
18 0 20 16 0 0 4
19 2 18 15 0 & 0
30 8 12 10 1 0 1
31 2 18 15 0 0 3
33 14 6 1 0 2 3
35 5 15 1 0 0 14
36 2 18 6 2 5 )
60 6 14 0 0 0 14
62 13 7 3 1 0 3
67 6 14 13 0 0 1
69 10 10 6 0 0 4

4.3.2 Resistencia a lactofen

A modo general, se observé una baja frecuencia de resistencia a lactofen en 8 de las 22
poblaciones de A. tuberculatus estudiadas (Tabla 14, Figura 21). Las 14 poblaciones restantes
no presentaron ningun individuo sobreviviente. La mayor parte de la resistencia observada
estuvo concentrada en unas pocas poblaciones, indicando que la resistencia a inhibidores de la
PPO podria estar geograficamente restringida a una region del estado de Ohio. La
identificacion de campos con y sin resistencia posibilita, en este sentido, el aislamiento y
mantenimiento de alelos susceptibles en toda la regién. Dos poblaciones presentaron una
frecuencia relativamente alta de resistencia a lactofen. En dichas poblaciones, 19 y 33, la
delecion AG210 se observo en el 35% y el 45% de las plantas tratadas, respectivamente

(Tabla 14). La sustitucion R98 no se observd en ninguna planta resistente. Se observaron
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varios casos de supervivencia de plantas sin ningin mecanismo de resistencia conocido. De
hecho, la resistencia en plantas de las poblaciones 14, 60, 62, 67 y 69 no puede explicarse
mediante ninguno de los mecanismos conocidos. A raiz de esta observacion, se realizé una
aplicacion adicional de lactofen sobre 20 individuos de las poblaciones 14 y 60 (seleccionadas
en base a la disponibilidad de semillas). No hubo sobrevivientes luego de esta segunda
aplicacion, por lo cual no estd claro si las plantas sobrevivientes iniciales fueron

verdaderamente resistentes o0 no se pudieron controlar por otras razones.

Tabla 14. Mecanismos de resistencia a lactofen. n° S:
numero de plantas susceptibles. n® R: nimero de plantas
resistentes.

Poblacion n°S n°R AG210 R98 Desconocido

1 20 0 0 0 0

2 20 O 0 0 0

3 20 0 0 0 0
4 20 0 0 0 0
10 19 1 1 0 0
11 20 O 0 0 0
14 39 1 0 0 1
16 20 O 0 0 0
17 20 O 0 0 0
18 20 0 0 0 0
19 12 8 7 0 1
20 20 O 0 0 0
30 20 0 0 0 0
31 20 0 0 0 0
33 8 12 9 0 3
35 20 O 0 0 0
36 20 0 0 0 0
55 20 0 0 0 0
60 37 3 0 0 3
62 19 1 0 0 1
67 19 1 0 0 1
69 17 3 0 0 3
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Figura 21. Distribucién de la resistencia a lactofen en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio.
La sustitucion R98 no fue detectada en ninguna poblacion.

4.3.3 Resistencia a atrazina

En este caso, se observo una baja frecuencia de resistencia a lo largo de la mayoria de
las poblaciones aplicadas (Tabla 15, Figura 22). Interesantemente, sélo la poblacion 14 no
presentd plantas resistentes, aunque no se descarta que sea consecuencia del particularmente
bajo numero de individuos estudiados en esta poblacion. Algunas poblaciones exhibieron
altas tasas de superviviencia, como las poblaciones 1 (95%) y 19 (46%) (Tabla 15).

La baja frecuencia de resistencia a atrazina en casi todas las poblaciones podria indicar
que este herbicida es utilizado como un herbicida de "Gltimo recurso”. Mientras que una
aplicacion de atrazina puede controlar a A. tuberculatus a un nivel razonable en la mayoria de
los campos, la presencia de niveles mensurables de resistencia sugiere que una aplicacion
repetida podria conducir rapidamente a la falla del herbicida (Jasieniuk et al., 1996). El Gnico
mecanismo conocido de resistencia a atrazina asociado al sitio de accion en A. tuberculatus, la
sustitucién G264S en la proteina D1, no se observéd en ninguna planta resistente (Tabla 15).
Previamente, otro grupo de investigadores observaron una situacion similar con la resistencia

a atrazina en poblaciones de esta especie del estado de Missouri (Schultz et al., 2015).
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Actualmente, no existen ensayos fiables basados en gendmica para estudiar la resistencia a
atrazina mediada por GST (glutatién S-transferasa), por lo cual este mecanismo no asociado

al sitio de accion no fue analizado.

Tabla 15. Mecanismos de resistencia a atrazina. n°
S: nimero de plantas susceptibles. n° R: nimero de
plantas resistentes.

Poblacion n°S n°R G264S Desconocido

1 1 19 0 19
11 18 2 0 2
14 15 0 0 0
18 14 1 0 1
19 8 7 0 7
30 12 3 0 3
31 10 5 0 5
33 11 4 0 4
35 17 3 0 3
36 14 1 0 1
60 15 0 0 0
62 12 3 0 3
67 14 1 0 1

e ———

Resistente
[ susceptible

Figura 22. Distribucion de la resistencia a atrazina en las poblaciones de A. tuberculatus de Ohio.
La sustitucion G654S no fue detectada en ninguna poblacion.
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4.3.4 Analisis inteqgrado y perspectivas

A medida que nuevos alelos de resistencia son identificados y caracterizados, la
fidelidad de la cuantificacion de la resistencia mediante mecanismos moleculares se acerca
cada vez mas al fenotipado tradicional. Sin embargo, como se observa en este capitulo para la
resistencia a glifosato, lactofen y atrazina en A. tuberculatus, existen zonas grises en el
conocimiento de los mecanismos de resistencia. Las encuestas, censos y relevamientos
proveen de una oportunidad Unica no so6lo para cuantificar la resistencia campo a campo en
extensas regiones, sino también para identificar poblaciones que posean nuevos alelos de
resistencia plausibles de ser caracterizados. El relevamiento continuo de ciertas poblaciones
permitira incrementar el conocimiento acerca de como la resistencia a herbicidas evoluciona a
lo largo de los afios, a la vez que nos permitird identificar aquellas poblaciones en las que
nuevos mecanismos han aparecido en una frecuencia a la cual la caracterizacion se vuelve
necesaria.

Un subgrupo importante de las poblaciones analizadas presento resistencia multiple a
varios herbicidas. Siete de las poblaciones (1, 10, 18, 30, 31, 35 y 69) presentaron resistencia
a dos sitios de accion diferentes, mientras que cinco poblaciones (19, 33, 36, 62 y 67)
presentaron resistencia maltiple a los tres sitios de accion abordados. Si bien cada planta fue
tratada con un Unico herbicida, se espera que la naturaleza alégama obligada de A.
tuberculatus conduzca a la recombinacion de los loci involucrados en la resistencia y a la
generacion de plantas con resistencia maltiple.

Finalmente, resulta pertinente resaltar nuevamente que s6lo se seleccionaron campos
infestados para este estudio. Por lo cual si una poblacién tenia muy poca o ninguna resistencia
al programa de herbicidas implementados en un campo dado, el campo no se consideraria
para el muestreo. Este procedimiento probablemente enriquecid la muestra con poblaciones
que presentan resistencia a los programas de herbicidas dominantes dentro de la region, y en
consecuencia, se esperarian altos niveles de resistencia a al menos un herbicida
(generalmente, a glifosato). Si se utilizara un enfoque de muestreo méas aleatorio en todo el
estado de Ohio, la frecuencia de resistencia observada en este proyecto probablemente

disminuiria.
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4.4 CONCLUSIONES

Este estudio sugiere que la resistencia a glifosato en A. tuberculatus esta tan extendida
en los cultivos de soja de Ohio como lo esta en otros estados. EIl principal mecanismo de
resistencia a glifosato parece ser la amplificacion génica, aunque es muy probable que existan
mecanismos de resistencia desconocidos dentro de las poblaciones analizadas. La resistencia a
los herbicidas inhibidores de PPO parece poco frecuente, pero se concentra en pocas
poblaciones, lo que brinda una oportunidad de control de dispersion de la resistencia. Se
observa resistencia a atrazina a bajas frecuencias en casi todas las poblaciones ensayadas, 1o
cual indica que su capacidad de control sobre esta especie podria comenzar a fallar en un
futuro cercano. Estos resultados en su conjunto permiten aceptar la hipdtesis acerca de la
presencia de niveles mensurables de resistencia a estos herbicidas en el estado de Ohio,

planteada en la seccion 4.1.
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Regeneracion in vitro de plantulas de trigo
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CAPITULO 4

EXPRESION DE ALELOS als RESISTENTES EN PLANTAS TRANSGENICAS DE
Arabidopsis thaliana Y TRIGO

5.1 INTRODUCCION

En un contexto donde la poblacion mundial se proyecta en nueve mil setecientos
millones de personas para el afio 2050, se estima un incremento en la demanda de alimentos
de un 50% y multiples estudios indican que el aumento en el rendimiento de los cultivos es
una necesidad inminente. El desafio mas importante radica en el compromiso de desarrollar
sistemas sustentables sin aumentar el area cultivable total y minimizando los recursos
utilizados (Struik y Kuyper, 2017). Para ello, resulta clave el desarrollo de tecnologias que
contribuyan a aumentar el rendimiento de los cultivos, ya sea directamente 0 mediante una
mayor tolerancia a factores de estrés bidtico y/o abiotico. Asi, la biotecnologia vegetal juega
un rol clave en la satisfaccion de estas demandas.

En las ultimas décadas, la ingenieria genética ha permitido obtener grandes logros
relacionados al incremento en la resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas en variedades
de soja, maiz y algodon. De hecho, en Argentina ha habido un incremento incesante en la
utilizacion de cultivos genéticamente modificados desde su primera incorporacién a fines de
la década de 1990. Un censo de la campafia 2016/2017 revel6 que la superficie de cultivos
transgénicos representa practicamente al 100% de la superficie total de soja, al 100% de la
superficie total de algodon y al 96% de la superficie total de maiz (ISAAA, 2017).

El trigo (Triticum aestivum) es uno de los cereales mas importantes en el mundo y esta
estrechamente ligado al desarrollo economico, la seguridad alimentaria, la salud y la nutricion
humana. Si bien se ha utilizado la modificacion genética para mejorar la tolerancia al estrés, el
rendimiento y la calidad del grano en esta especie, a diferencia de otros cultivos, ain no se ha
comercializado trigo transgénico. Por el contrario, las variedades de trigo desarrolladas hasta
la fecha se han obtenido principalmente por técnicas de mejoramiento clésicas, las cuales son
muy lentas y, en muchos casos, conllevan dificultades para la hibridacion de la especie dadora

con la variedad de interés (Jauhar 2006).
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Por su parte, las nuevas tecnologias que utilizan herramientas como la transgénesis y
la edicién génica ya han mostrado su potencial para desarrollar trigo transgénico (Li et al.,
2012). Sin embargo, deben enfrentarse a una especie hexaploide, con un gran genoma, un alto
numero de secuencias repetidas de ADN y una limitada habilidad de regeneracion (Bhalla,
2006). Adicionalmente, estos métodos requieren de la utilizacion de marcadores de seleccion
para favorecer la multiplicacion de las células iniciales transformadas. Si bien la aplicacion de
marcadores de seleccion en el proceso de transgénesis ha permitido incrementar la eficiencia
del proceso, la remanencia de los mismos dentro de los genomas vegetales podria
eventualmente representar efectos indeseados en la variedad transformada, y hasta en la salud
y el medio ambiente (Li et al., 2012). Un nuevo evento biotecnoldgico recientemente
desarrollado en Argentina, llamado trigo HB4 (Trigall Genetics), representa la primera
posibilidad en el mundo para la comercializacion de trigo transgénico. El trigo HB4, tolerante
a sequia y al herbicida glufosinato de amonio (inhibidor de la glutamina sintetasa), fue
lanzado puablicamente y logré dictdmenes favorables de la Comision Nacional Asesora de
Biotecnologia Agropecuaria (Conabia) y del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (Senasa).

Mayoritariamente, los marcadores de seleccion utilizados para la transformacion de
trigo hasta el momento consistieron en genes bacterianos de resistencia a antibidticos (nptll,
hpt) (Ortiz et al., 1996) o en genes bacterianos de resistencia a herbicidas (bar, CP4)
(Sahrawat et al., 2003). Asi, podria existir un riesgo —por mas pequefio que sea— de
transferencia de genes de resistencia a antibioticos a bacterias patdgenas o de genes de
resistencia a herbicidas a malezas poblematicas (Puchta, 2000; Smalla et al., 2000).

Algunos investigadores han propuesto estrategias para remover los agentes de
seleccién luego de la transformacién, como la co-transformacion (Permingeat et al., 2003), la
recombinacion sitio-especifica (Srivastava y Ow, 2004) y la eliminacion mediada por
transposones (Puchta, 2003). Inclusive es posible transformar sin utilizar un marcador de
seleccion (Permingeat et al., 2003), pero esto involucra el screening de un numero muy
elevado de explantos. A través de la co-transformacion, se logra la integracion independiente
del transgén de interés y el marcador de seleccidn, posibilitando la segregacion de estos dos
genes en las proximas generaciones, como ya se ha demostrado en trabajos previos (Yao et
al., 2006; Yao et al., 2007).
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En contraste a los marcadores de seleccion convencionales, algunos genes derivados
de plantas resultan prometedores debido a su mayor eficacia de transformacion y a un
potencial menor impacto en la salud y el medio ambiente (Gao et al., 2011). Particularmente,
Ogawa et al. (2008) obtuvieron una alta eficiencia de transformacion de la variedad Bobwhite
de trigo utilizando una version del gen de la ALS de arroz portando las sustituciones W574L
y S653I en simultaneo. En este trabajo fueron capaces de seleccionar plantas transformantes
utilizando bispiribac sédico, un principio activo perteneciente a la familia de los
pirimidiniltiobenzoatos (PTB). En dicha investigacion se utilizaron las regiones promotoras y
terminadoras del gen original de arroz, y no se tested el fenotipo de resistencia a herbicidas de
otras familias de inhibidores de la ALS.

El objetivo de este capitulo consistié en la construccion de vectores de expresion
portadores de distintas versiones del gen als bajo el control de un promotor constitutivo
fuerte, para ser utilizados como genes selectores en eventos de co-transformacion de trigo. De
esta forma, se procur6 el desarrollo de una herramienta que permitiera utilizar bajas
concentraciones de multiples agentes de seleccion cuya resistencia esté aportada por un Unico
gen. Para ello, se realizaron inicialmente pruebas de concepto en Arabidopsis thaliana
mientras se optimizaban los medios y condiciones para la embriogénesis somatica de trigo
mediante cultivo in vitro. A partir de un modelado estructural tridimensional se hipotetiz6 que
las sustituciones A282D y W574L (halladas en A. palmeri en el Capitulo 1) ocurriendo en
simultaneo, podrian significar una mayor resistencia a inhibidores de la ALS, por lo cual se
decidi6 analizar la funcionalidad de esta version alélica en comparacion con la de los alelos

als282 y als574, analizados individualmente.

Objetivo

Desarrollar un marcador de seleccion para co-transformacion de trigo a partir de un

gen als que otorgue resistencia a las cinco familias de herbicidas pertenecientes al grupo B.

Hipotesis de trabajo
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Una version mutada del gen als de A. palmeri puede utilizarse como marcador de
seleccion para la transformacion de trigo, otorgando resistencia a distintas familias de
herbicidas inhibidores de la ALS.
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5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Construccion de vectores de expresion para Arabidopsis thaliana

Inicialmente, cuatro versiones del gen als fueron subclonadas en un vector de
expresion apto para A. thaliana. Estas versiones fueron nombradas como: “alsWT” (de wild
type), “als282”, “als574” y “alsR” (para aquella version portando las sustituciones 282 y 574,
cuya funcionalidad se queria evaluar). La version alsR fue sintetizada artificialmente en
GenScript dentro de un vector pUC19, mientras que las versiones alsWT, als282 y als574
fueron obtenidas a partir de los plasmidos construidos en el capitulo 1 (Tabla 5, Alelos A, B 'y
C, respectivamente). Se disefiaron oligonucledtidos especificos que amplifican el gen als en
su totalidad (X8: 5’-GCGTAGGAGCTCGACTAAGCTTCAACAATGG3” vy X9: 5’-
CGCTCCACTAGTCCTACAAAAAGCTTCTCCTCT-37) y que incluyen los sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion Spel y Sacl, de manera de generar sitios compatibles con el
vector de expresion en plantas pZAV (construido a partir del vector pTF101.1).

Las reacciones de amplificaciéon consistieron en ~10 ng de plasmido molde, 500 nM
de oligonucleétidos, 1,5 mM de MgCly, 200 uM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de Q5®
High-Fidelity DNA polymerase (polimerasa de alta fidelidad, New English Biolabs), y H,O
ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 50 pL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 °C
durante 1 min, 35 ciclos de 98 °C durante 10 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min, y un
intervalo de extension final a 72 °C durante 7 min.

Los productos de amplificacion y el vector pZAV fueron digeridos durante 1 h a 37 °C
con las enzimas de restriccion Spel y Sacl (Promega) en reacciones que consistieron en: 10
uL del ADN molde, 1 unidad de cada enzima, 0,3 pL de buffer 10X Multi-Core (Promega) y
H,O ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 30 uL. Cada inserto digerido se ligo al
vector pZAV previamente linealizado, durante 16 horas a 4 °C en reacciones que consistieron
en: 6 pL de inserto als digerido, 2 puL de vector pZAV digerido, 1 unidad de T4 DNA ligasa
(Promega), 1 uL de buffer 10X T4 DNA liagasa. Paso siguiente, se transformaron células
competentes de E. Coli DH5a con cada una de las ligaciones, de acuerdo a protocolos
estandar (Sambrook y Russell, 2001). Las transformantes fueron seleccionadas en placas con
medio Luria-Bertani (LB) suplementadas con 100 pg/mL de espectinomicina, antibiotico para

el cual el vector pZAV otorga resistencia.
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La integracion del inserto fue chequeada por PCR de colonia con los oligonucle6tidos
pLL15 (5-TGTGATATCTCCACTGACGTAAGG-3") y X4 (Tabla 2). Para ello, se
inocularon colonias individuales en tubos conteniendo 25 pL de agua destilada y los mismos
fueron sometidos a 100 °C durante 10 min. Alicuotas de 1 uL de estas suspensiones se
utilizaron como molde para la amplificacion, que sigui6 el protocolo descripto al inicio de
esta seccion, con las siguientes modificaciones: se amplificd con la enzima GoTaq DNA
polimerasa (Promega), el tiempo de extension fue de 45 s y la temperatura de hibridacion fue
de 58 °C. Los productos de amplificacion se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa
al 1% vy, en base a la presencia de un producto de 855 pb, se seleccionaron cuatro colonias
positivas para cada version alélica. A partir de las mismas se iniciaron cultivos en 5 mL de
medio LB liquido suplementado con 100 pg/mL de espectinomicina que fueron incubados a
37 °C durante toda la noche.

Finalmente, se realizaron minipreparaciones plasmidicas, de acuerdo al protocolo de
purificacion de ADN plasmidico de Promega (Wizard® Plus SV Minipreps, DNA Purification
System protocol, Promega). Los plasmidos recombinantes fueron nuevamente chequeados,
mediante digestion con la enzima de restriccion EcoRI y electroforesis de los fragmentos de
ADN en gel de agarosa al 1%. Confirmado el patrén de digestion esperado, los plasmidos se
enviaron a secuenciar (Marcogen Inc., Korea) utilizando los oligonucleétidos X5, X6 y X7
disefiados para cubrir la totalidad del marco abierto de lectura del gen als (Tabla 2).

5.2.2 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens y de Arabidopsis thaliana

Se procedi6 a realizar la transformacion por electroporacion de células competentes de
la cepa GV3101 de A. tumefaciens, que dispone del background genético para infectar plantas
de A. thaliana eficientemente. La preparacion de células competentes GV3101 fue realizada
de acuerdo a Wang (2006) y la transformacion fue realizada mediante un electroporador
MicroPulser (Biorad) con plasmidos pZAVals conteniendo cada una de las versiones alélicas,
segun se detalla en el manual del fabricante. Aquellas colonias transformadas de A.
tumefaciens capaces de crecer en medios LB suplementados con Rifampicina 50 pg/mL,
Gentamicina 25 pg/mL y Espectinomicina 100 pg/mL (medio LB-RGE) fueron chequeadas
por PCR de colonia (segun lo descripto en 5.2.1). Posteriormente, se iniciaron cultivos de 2

mL de medio LB-RGE para cada colonia positiva durante 16 horas a 28 °C y luego se
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amplificaron a 200 mL para ser utilizados en la infiltracion de plantas de A. thaliana. Por su
parte, las plantas de A. thaliana fueron crecidas durante siete semanas en camara de cultivo
bajo un fotoperiodo de 16 h, una temperatura de 22-23 °C, una intensidad luminica de 110-
140 pumol/m?s y una humedad del 40-60%. La transformacién, conocida como “floral dip™, se
realiz6 sumergiendo 20 plantas de A. thaliana por construccién en un medio conteniendo los
precipitados bacterianos de A. tumefaciens resuspendidos en 5 % de sacarosa y 0,5 % de
Silwet L-77 (Wang, 2006). Las macetas se colocaron en posicion horizontal y se cubrieron
con bolsas para mantener la humedad durante 72 horas. Cumplido este plazo, fueron
colocadas en posicion vertical nuevamente para que las plantas completen su ciclo de vida,
momento en el cual dejaron de regarse y fueron conducidas a madurez para colectar las

semillas y realizar la seleccion de transformantes en la progenie.

5.2.3 Seleccion y chequeo de las transformantes

Las semillas de A. thaliana obtenidas (T1), fueron crecidas y seleccionadas tanto en
maceta por rociado con glufosinato de amonio 300 puM, como en medios de cultivo
semisolidos artificiales (MS-agar 1%) suplementados con 10 mg/mL de glufosinato de
amonio. Esta ultima concentracion fue determinada mediante la construccion de una curva de
seleccion en donde se creci6 al ecotipo salvaje Col0 en presencia de 0, 1, 10, 50 y 100 mg/mL
de glufosinato de amonio. En todos los ensayos se utilizaron plantas ColO sin transformar
como controles negativos de crecimiento en los medios selectivos. Las plantas resistentes
fueron trasplantadas y sus hojas fueron utilizadas para extraccion de ADN gendmico y
posterior confirmacion de transgénesis por una reaccion de PCR especifica para la
construccién que amplifica un fragmento quimérico (vector-inserto) de 855 pb
(oligonucleotidos pLL15 y X4, protocolo descripto en la seccion 5.2.1).

Dado que las plantas T1 son hemicigotas, algunos individuos de la generacion T2
provenientes de la autopolinizacion de cada evento no contendran el transgén. Asi, la T2 fue
sometida a aplicaciones de glufosinato de amonio 300 uM para obtener una generacion T3
con mayor proporcion de individuos transgénicos. Adicionalmente, el chequeo de una
segregacion 3:1 en la generacion T2 permite descartar la presencia de eventos de insercion
multiple o complejos (Wang, 2006). Los individuos de la generacion T3 sobrevivientes al

agente de seleccion fueron utilizados en los ensayos que se describen a continuacion.
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5.2.4 Evaluacion de la resistencia en las plantas transgénicas

5.2.4.1 Niveles de expresion del transgén

Se realizd la extraccion de ARN vy sintesis de ADNc a partir de tres plantas
individuales de cada evento transgénico y de plantas Col0 siguiendo el protocolo detallado en
3.2.2.6. Los niveles de expresion del transgén se estudiaron a través de la técnica de PCR
cuanitativa en tiempo real. Un fragmento de 62 pb del transgén fue amplificado por los
siguientes  oligonucle6tidos  especificamente  disefiados:  pl6als  (directo), 5’-
GGCACATACATACCTCGGGA-3” y pl7als (reverso), 5’-ATTTGAGCATATCCGGGAAG-
3’. El gen codificante de la PDF2 (subunidad regulatoria de la protein-fosfatasa 2A) fue
utilizado como gen enddgeno de referencia previamente validado (Czechowski et al., 2005),
amplificandose un fragmento de 61 pb con los siguientes oligonucle6tidos: pEND1 (directo),
5’-TAACGTGGCCAAAATGATGC-3” y pEND2 (reverso), 5’-GTTCTCCACAACCGCTTGGT-
3’. Las reacciones fueron preparadas en un volumen final de 25 uL, conteniendo 200 nM de
los oligonucledtidos especificos, 1X de RealMix qPCR de Biodynamics y 0,5 uL. de ADNCc.
Cada réplica bioldgica fue procesada por triplicado técnico. Las amplificaciones se realizaron
en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) programado como se detalla en la seccién
2.2.4.3. El experimento incluyé un control negativo con molde sin retrotranscribir para
descartar la presencia de ADN remanente en las muestras. Las cuantificaciones comparativas
de los valores Ct (método AACt) fueron hechas con el software REST (Pfaffl et al., 2002). Las
medidas de cuantificacion relativa fueron utilizadas para expresar los resultados como el
namero de veces en que la expresion del transgén se vio “modificada” respecto a las plantas
transformadas con la version alsWT. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
estimadas a través del test de aleatorizacion provisto por el software REST. El evento que
presentd mayor expresion fue utilizado en los ensayos que se describen en las secciones

siguientes.

5.2.4.2 Actividad ALS

Se obtuvieron extractos crudos de la enzima ALS a partir de las hojas de diez plantas
T3 seleccionadas del evento alsR1, del evento alsWT y de diez plantas Col0O. Los extractos

fueron a su vez parcialmente purificados por precipitacion con (NH4),SO,4 y posteriormente
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sometidos a ensayos de actividad in vitro en ausencia de herbicidas y en presencia 1 y 50 uM
de imazetapir, 10 uM de clorimurdn-etil y 10 uM de diclosulam; mediante el método de
Westerfeld modificado. Se analizaron tres réplicas técnicas por extracto. Los protocolos de
extraccion y medicion de actividad han sido descriptos previamente por Poston et al. (2002) y
Yu et al. (2010), respectivamente. Los valores obtenidos fueron sometidos a un analisis de la
variancia (ANOVA) unifactorial en el software Sigma-Plot y las diferencias estadisticamente
significativas se estimaron mediante el test de Holm-Sidak con un nivel de significancia del
5% (o= 0.05).

5.2.4.3 Crecimiento en medios suplementados con inhibidores de la ALS

Paralelamente a los ensayos descriptos previamente, cerca de 300 semillas T3 del
evento alsR1 y del evento alsWT fueron sembradas en placas MS-agar 1% suplementadas con
0, 0,1, 1 y 10 uM de imazetapir, clorimurdn-etil y diclosulam. Las placas fueron incubadas a
22 °C en camara de cultivo bajo un fotoperiodo de 12 h y una intensidad luminica de 200
umol/m?. Cumplido un plazo de diez dias, se registré fotograficamente el crecimiento de

cada evento bajo las distintas condiciones. Estos experimentos fueron repetidos dos veces.

5.2.4.4 Curvas dosis-respuesta por rieqo

Se realiz6 un ensayo in vivo adicional que consistio en el regado de plantas T3 de los
eventos alsR1, alsWT vy plantas del ecotipo Col0 con agua, imazetapir 0,1 pM, imazetapir 1
uM, clorimurén-etil 1 uM y diclosulam 1 uM (por separado). Los tratamientos comenzaron
cuando las plantas alcanzaron un estadio de cuatro hojas y consistieron en tres réplicas
(macetas) de cuatro individuos. Luego de seis semanas de regado por capilaridad con 200 mL
de cada solucion con una frecuencia de tres dias, se registro fotograficamente el desarrollo de
las plantas y cada una de ellas fue cosechada y secada hasta pesada constante. El peso seco
promedio se compar0 entre eventos y entre tratamientos con herbicidas por medio de un

analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el software Sigma-Plot.

CAPITULO4 | 123



5.2.5 Construccion de vectores pMF6als para expresion en trigo

Se procedio a la construccion de vectores de expresion portando distintas versiones del
gen als para ser potencialmente utilizados como genes selectores en eventos de co-
transformacion de trigo. Se llevd a cabo el subclonado en el vector pMF6 de tres versiones
alélicas (alsWT, als282 y als574) previamente clonadas en los vectores de expresion pGEM-T
Easy. El vector de expresion pMF6 contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), el primer intron de la alcohol deshidrogenasa 1 de maiz (Adhll1) y la region
de poliadenilacién de la nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens, siendo ideal
para la expresion en monocotiledéneas (Callis et al., 1987). Sin embargo, carece de
marcadores de seleccion para transformacion vegetal.

La estrategia completa de subclonado fue similar a la descripta para el vector pZAV en
la seccion 5.2.1, con las siguientes modificaciones. La amplificacion de las versiones alélicas
als en los vectores de partida se realizo con los oligonucledtidos X10 (5™
CGGGATCCCTTCAAGCTTCAACAATGGS) y X11 (5-GGGGTACCCCTACAAAAAGCTTCTCCTCT-
3%), conteniendo los sitios de restriccion BamHI y Kpnl compatibles con el vector pMF6. La
digestion de los insertos y el vector se realizd con las enzimas de restriccion BamHI y Kpnl
(Promega). La integracion del inserto fue chequeada por PCR de colonia con los
oligonuclettidos X1 y X4 (Tabla 2), utilizando colonias no transformadas como control
negativo de amplificacion endogena. Los plasmidos recombinantes obtenidos fueron
chequeados previo a la secuenciacion mediante digestion con la enzima de restriccion Hindll|

(Promega) y electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

5.2.6 Construccion de curvas de seleccidon con imazetapir en cultivo in vitro de trigo

Se iniciaron cultivos in vitro de trigo del cultivar Klein Brujo a partir de embriones
inmaduros de 0,2-0,5 mm para la induccion de callos embriogénicos. Las plantas de trigo
dadoras fueron geminadas y crecidas en macetas con una mezcla 70:20:10 tierra:arena:perlita
a 19-22 °C, 150 pmol/m®s de intensidad luminica, un fotoperiodo de 16 h y una humedad del
40-60%. Los embriones fueron extraidos bajo lupa en campana de flujo laminar y
posicionados con el escutelo hacia arriba en placas con medio MS-IND, las cuales fueron
incubadas en oscuridad a 25 °C. EI medio MS-IND se formulé de la siguiente manera: 4,3 g/L
de una mezcla de sales basales MS (M5524, Sigma-Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150,
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Sigma-Aldrich), 30 g/L de maltosa, 1mg/L de 2,4 D (D7299, Sigma-Aldrich), 100 mg/L de
glutamina 100 mg/L de asparagina, 150 mg/L de prolina 'y 8 g/L de agar. Los aminoacidos se
prepararon en una solucion concentrada, se esterilizaron por filtrado y se agregaron al medio
con el resto de las sustancias luego de su ajuste a pH 5,8 y autoclavado. A partir de la segunda
semana de incubacion en medio MS-IND, se desarrollaron curvas de seleccion en el mismo
medio suplementado con 0, 1, 2 y 5 uM de imazetapir. Luego de cuatro semanas, se evalud el
porcentaje de induccion y los callos fueron transferidos a un medio de regeneracion de
plantas, MS-REG, suplementado con las mismas concentraciones de imazetapir. EI medio
MS-REG se formuld de la siguiente manera: 4,3 g/L de una mezcla de sales basales MS
(M5524, Sigma-Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150, Sigma-Aldrich), 30 g/L de
maltosa, 0,5 mg/L de BAP (bencilaminopurina), 0,05 mg/L de AAN (acido alfa-
naftalenacético) y 8 g/L de agar. EI medio fue ajustado a pH 5,8 y todos sus componentes
fueron autoclavados. Cumplido un lapso de cuatro semanas de incubacién a 25 °C con un
fotopoeriodo 12/12 hs luz/oscuridad y una intensidad luminica de 250 umol/m?s, se evaluaron
los porcentajes de regeneracion. Cada tratamiento consistié en tres repeticiones (placas
individuales) conteniendo 20 embriones. Para cuantificar los niveles de induccion y
regeneracion en cada explanto se utilizo una escala del 1 al 5, donde 1 implicé ausencia de
callos o partes verdes respectivamente, 2, 3 y 4 cantidades sucesivamente mayores y 5, el
mismo nivel de induccién o regeneracion que los explantos de los controles crecidos en

medios no selectivos (sin imazetapir).

5.2.7 Transformacion y seleccion in vitro de trigo transgénico

5.2.7.1 Pretratamiento de los explantos

Se extrajeron embriones inmaduros de trigo del cultivar Klein Brujo segin lo descripto
en la seccion 5.2.6. Los embriones fueron inmediatamente incubados en placas con medio
MS-IND en oscuridad a 25 °C durante 4 dias. Luego, fueron transferidos a otro medio para
realizarles un tratamiento osmdtico que favorece la deshidratacion del callo formado y la
incorporacion del transgén. Este medio, llamado MS-OSM, tuvo la misma composicion que el
medio MS-IND con el agregado adicional de manitol 0,5 M. Los callos se incubaron en este

medio durante 4 horas en oscuridad y a 25 °C y luego fueron bombardeados con
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microparticulas de tungsteno cargadas con los plasmidos pMF6als, como se detalla en las

siguientes secciones.

5.2.7.2 Preparacién de las microparticulas recubiertas con ADN

Se suspendieron 50 mg de particulas de tungsteno de 1 um de diametro (M17, Biorad)
en 1 mL de isopropanol. Posteriormente, se realiz6 un pulso de sonicacion durante 1 segundo
y se centriugd la muestra a 2000 g durante 1 min. Se descarto el sobrenadante y se realiz6 un
lavado con 1 mL de agua destilada estéril en agitacién vigorosa. Se centrifugé a 2000 g y se
descartd el sobrenadante. Este lavado se repitio tres veces y finalmente se resuspendieron las
particulas en 1 mL de agua destilada estéril de manera de lograr una concentracion de 50
ug/ul. Las particulas se almacenaron en freezer a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

La precipitacion del ADN (plasmidos pMF6alsWT, pMF6als282 y pMF6als754) sobre
las particulas de tungsteno se realizé en alicuotas con un volumen suficiente para cuatro
disparos. Inicialmente, se colocaron 65 pL de la suspension de particulas en un tubo de 1,5
mL. A continuacion, se agregaron 10 pg de plasmido (2,5 pg/ disparo) o agua destilada estéril
en el caso de los controles sin vector. Inmediatamente se agregaron 75 uL de nitrato de calcio
1 M pH 10 y se agit6 en voértex durante 1 min. Se realiz6 una incubacion en hielo durante 10
min seguida de una centrifugacion durante 1 min a 3000 g. Se descart6 el sobrenadante, se
lavaron las particulas con isopropanol 70% v/v y se las centrifugd nuevamente durante 1 min
a 3000 g. Finalmente, las particulas se resuspendieron en 65 ulL de isopropanol puro y

alicuotas de 15 pL fueron utilizadas para cada disparo.

5.2.7.3 Bombardeo con acelerador de microparticulas

Los disparos se realizaron en tres momentos independientes, sobre un total de 12
placas por construccién, cada una de ellas conteniendo entre 20 y 35 callos. Asi, el niUmero
total de callos disparados por construccion fue de aproximadamente 300. En paralelo al
control de transformacion con el plasmido portando la version alsWT, se realizaron otros
controles. Por un lado, el control de seleccidn, que consistié en placas conteniendo callos
bombardeados con particulas vacias (sin plasmido) y sometidos al agente de seleccién. Este
control permitié detectar/descartar la presencia de escapes durante el proceso de seleccion.

Adicionalmente, como la seleccion se realiza durante la etapa de regeneracion, este control
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permitio corroborar si las condiciones del tratamiento osmotico, el bombardeo y la induccion
fueron las propicias para el desarrollo normal de los explantos. Por otro lado, el control de
regeneracion, que consistio en placas con explantos crecidos sin bombardear y sin
seleccionar. Este control permitié corroborar si las condiciones de regeneracion fueron las
apropiadas para el desarrollo normal de los explantos.

Previo al bombardeo, se encendidé la campana de flujo laminar y se realiz6 la
esterilizacion del acelerador de microparticulas y todos sus accesorios con etanol 70% v/v.
Los macrocarriers y los discos de ruptura fueron esterilizados con etanol 70% v/v durante 15
minutos y luego sumergidos en etanol absoluto y secados dentro de la campana. Luego, los
macrocarriers fueron colocados dentro de los holders utilizando pinzas esterilizadas a la
Ilama. Armado el sistema (como se muestra en la Figura 23), se efectuaron los bombardeos
utilizando el acelerador de microparticulas Biomics. La presion de helio utilizada
correspondid a 1200 psi por disparo y la distancia de la muestra a las microparticulas fue de 6

cm (condiciones previamente optimizadas).

Entrada de helio n

B

Conexion a la bomba de vacio

Figura 23. Acelerador de microparticulas Biomics.
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5.2.7.4 Seleccidn de los explantos transgénicos

Luego de los bombardeos, los callos permanecieron en el medio MS-OSM durante 16
horas en oscuridad a 25 °C antes de ser devueltos al medio de induccion MS-IND original (no
selectivo). La etapa de induccion continud durante cuatro semanas con una transferencia a
medio fresco a mitad del intervalo. Posteriormente, los callos fueron transferidos a medios
MS-REG suplementados con 1 uM de imazetapir para seleccionar aquellos que desarrollaran
estructuras vegetativas en presencia del agente de seleccion. Aquellos explantos que
mostraron desarrollo de vastago luego de cuatro semanas, fueron transferidos a frascos de
vidrio estériles de siete cm de alto conteniendo medio MS-REG para posibilitar un mejor
desarrollo en altura. Luego de 15 dias, estos individuos fueron transferidos a medios de
enraizamiento (MS-ENR) e incubados bajo las mismas condiciones que durante la
regeneracion, de manera de favorecer el desarrollo del sistema radicular. Este medio se
formuld de la siguiente manera: 4,3 g/L de mezcla de sales basales MS (M5524, Sigma-
Aldrich), 1 g/L de vitaminas MS (M7150, Sigma-Aldrich), 30 g/L de maltosa, 10 g/L de
carbon activado y 8 g/L de agar. El pH fue ajustado, al igual que para los otros medios, a un
valor de 5,8. Las plantulas que lograron su desarrollo fueron transferidas a vasos plasticos
conteniendo perlita y cubiertos con bolsas plasticas para promover una aclimatacion gradual y
mantener un ambiente con alta humedad. Finalmente, las plantas fueron transferidas a tierra

para completar su ciclo de vida y posibilitar la recoleccion de semillas.

5.2.7.5 Confirmacion de transgénesis

Se realizd un chequeo de incorporacion del inserto para validar que la supervivencia al
medio MS-REG selectivo fuese otorgada por el transgén. Para ello, se realizo la extraccion de
ADN de tejido foliar de las plantas recién transferidas a macetas, siguiendo las instrucciones
del kit de extraccion de ADN gendomico Wizard (Promega Corp., Madison, WI). Acto
seguido, se llevd a cabo una reaccién de PCR que especificamente amplifica un fragmento del
transgén. Como control de especificidad, se utilizo el ADN extraido de plantulas no
transformadas regeneradas en medios no selectivos. Como control positivo de amplificacion,
se utilizé el plasmido pMF6alsWT como molde. Los oligonucleétidos utilizados (X1 y X4,
Tabla 2) amplifican un fragmento de 670 pb del trangén. Las reacciones de amplificacion
consistieron en 100 ng de ADN molde, 500 nM de oligonucleétidos, 1,5 mM de MgCl,, 200
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uM de dNTPs, 1X de buffer, 1 unidad de GoTag DNA polimerasa (Promega), y H,O
ultrapura hasta alcanzar volumen final de 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron: 98 °C
durante 3 min, 35 ciclos de 98 °C durante 10 seg, 60 °C durante 30 sy 72 °C durante 1 min, y

un intervalo de extension final a 72 °C durante 7 min.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Construccion de vectores de expresion para A. thaliana

La estrategia de subclonado utilizada permiti6 construir diferentes versiones del vector
pZAVals. Los vectores estan constituidos por una de las versiones als (WT, als282, als574 y
alsR) bajo control transcripcional del promotor CaMV 35S vy el terminador tNOS. EI vector
también contiene el gen aadA que otorga resistencia a espectinomicina para seleccion de
bacterias transformantes y el gen bar que otorga resistencia a glufosinato de amonio para
seleccion de plantas transformantes (Figura 24). Como resultado de la digestion de los
plasmidos recombinantes con la enzima de restriccion EcoRlI, pudieron observarse los tres
fragmentos de ADN del tamafio esperado (930, 1320 y 9800 pb) en un gel de agarosa al 1 %
(Figura 24, recuadro azul). Este chequeo, sumado a la amplificacion de un fragmento
quimeérico por PCR y su posterior secuenciacion, permitié corroborar la incorporacion del

inserto, su secuencia y su correcta orientacion en todos los plasmidos recombinantes.
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Figura 24. Construccion de los vectores pZAVals. En el mapa del vector se puede observar el gen
aadA, que confiere resistencia a espectinomicina y el gen bar, que confiere resistencia a glufosinato
de amonio. Se construyeron las versiones alsWT, als282, als574 y alsR (282+574). A la derecha, se
puede observar un gel de agarosa donde uno de los plasmidos pZAVals fue sembrado sin digerir
(1) y digerido con EcoRI (2). Se corrobord la presencia de las tres bandas del peso molecular
esperado para un plasmido recombinante que incorpord el inserto als.

5.3.2 Seleccién de plantas de A. thaliana transgénicas

Las curvas de seleccion en placa para el ecotipo salvaje Col0 permitieron definir una
concentracion umbral a partir de la cual pudieron seleccionarse las transformantes de A.
thaliana (Figura 25A). La concentracién de glufosinato de amonio escogida con dicho fin fue

de 10 mg/mL, ya que result6 en una inhibicion sustancial del crecimiento del control.
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Del total de semillas analizadas, fue posible seleccionar cuatro plantas sobrevivientes:
1 perteneciente a la construccion alsWT y tres pertenecientes a la construccion alsR (llamadas
alsR1, alsR2 y alsR3). No pudieron seleccionarse, a pesar de la continua repeticion de los
experimentos de transformacion y seleccion, lineas para las construcciones portadoras de los
alelos als282 y als574. En la Figura 25E, puede observarse un unico fragmento de ADN de
aproximadamente 855 pares de bases amplificado a partir del ADN genomico de dichas
plantas sobrevivientes, que coincide con el patron de amplificacién del control positivo
utilizando el plasmido recombinante como molde (C+). Ademas, la ausencia de amplificacion
en el control negativo (g-: ADN gendmico de una planta Col0) y en el control sin molde (C-),
aseguraron la especificidad de la reaccion y descartaron la posibilidad de una contaminacion.
La linea transgénica alsR3 se selecciond en un experimento posterior al que permitié la
seleccion de las lineas alsR1 y alsR2.

Luego del crecimiento y recoleccion de semillas de las plantas transformantes, la
progenie (T2) de cada evento fue evaluada para confirmar la resistencia y calcular el
porcentaje de segregacion. Las plantas mostraron un buen crecimiento y entre el 67-79 % de
ellas fueron capaces de sobrevivir a la aplicacion reiterada de glufosinato de amonio 300 uM
(Tabla 16). Este porcentaje se acerca a la proporcién esperada segun herencia mendeliana
(3:1), por lo cual seria de esperar que los eventos de insercion no hayan sido multiples ni

complejos.

Tabla 16. Porcentaje de plantas T2 transgénicas sobrevivientes a aplicaciones de
glufosinato de amonio 300 uM.

Evento N° T2 aplicadas N° T2 sobrevivientes % de sobrevivientes
alswT 172 136 79,1 %

alsR1 172 121 70,3 %

alsR2 170 119 70 %

alsR3 162 108 66,7 %

Se avanzo con el analisis de las lineas transgénicas que se pudieron seleccionar, con el
objetivo de evaluar, al menos, los niveles de resistencia a inhibidores de la ALS aportados por

el alelo alsR.
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Figura 25. Seleccion de eventos transgénicos. A: Curva de seleccién del ecotipo Col0 en medios
MS suplementados con distintas concentraciones de glufosinato de amonio, expresadas en mg/mL.
By C: Seleccion de transformantes en medios MS suplementados con 10 mg/mL de glufosinato de
amonio. D: Trasplante a tierra de las plantulas. E: Electroforesis en gel de agarosa de los
fragmentos amplificados con oligonucle6tidos especificos para el transgén (855 pb).

5.3.3 Andlisis de la resistencia en las lineas transgénicas de A. thaliana

5.3.3.1 Niveles de expresion

Se analizaron los niveles de expresion relativos del transgén en los cuatro eventos

seleccionados: alsWT, alsR1, alsR2 y alsR3. Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real
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permitieron validar la especificidad de los oligonucledtidos disefiados sobre los genes blanco,
ya que las curvas de fusion indicaron picos Unicos para los genes als y pdf2. Como puede
observarse en la Figura 26, los niveles de expresion relativa en el evento alsR1 resultaron
mayores que para el resto de las lineas alsR, por lo cual se decidid utilizar esta linea para los
estudios fenotipicos que se describen a continuacién. Cabe destacar que no hubo diferencias
significativas entre los niveles de expresion de las lineas trangenicas alsWT y alsR1.
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0,8 -
0,6
0,4
0,2 -

E\pleSIOH relativa tlansgen als
-
o = N
1 1 1 1
[ c‘
F—{ c‘

Lineas A. thaliana transgénicas

Figura 26. Expresion relativa del transgén als en las lineas de A. thaliana seleccionadas. Los
niveles de expresion del transgén als fueron normalizados con los del gen de referencia pd2f y
relativizados a aquellos del evento transformados con la versién alsWT. Las diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas.

5.3.3.2 Niveles de resistencia

La generacién T2 fue conducida hasta madurez de cosecha y la proxima generacion
(T3) fue sometida a diferentes ensayos de exposicién a herbicidas. La corroboracion de
niveles de expresion similares entre las lineas alsWT y alsR1 fue tomada como punto de
partida para validar que cualquier diferencia fenotipica entre ambas se deba a las mutaciones
portadas por el alelo alsR.

En los ensayos de crecimiento en medios suplementados con herbicidas, se puede
apreciar la rapida inhibicion de la germinacion y el crecimiento en plantas alsWT a

concentraciones 0,1 uM de imazetapir, mientras que las correspondientes al evento alsR1
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muestran un crecimiento normal hasta concentraciones 1 uM de imazetapir (Figura 27A). Sin
embargo, no se aprecia un efecto diferencial en la germinacién y el crecimiento de las plantas
alsWT vy alsR1 en presencia de concentraciones crecientes de los otros dos herbicidas,
clorimurén-etil y diclosulam (Figura 27A). Cabe destacar que las plantas ColO presentaron
una inhibicién total del crecimiento a las concentraciones de herbicidas mas bajas (no
mostrado).

En lo que respecta a los analisis de actividad ALS in vitro en presencia de los
inhibidores, puede observarse un aumento del 52% y del 82% en la resistencia a imazetapir 50
uM en plantas alsR1 respecto de las plantas transgénicas alsSWT y Col0, respectivamente
(Figura 27B). No se observaron diferencias en la sensibilidad de los extractos enzimaticos a
clorimurén-etil ni a diclosulam. Sin embargo, no puede descartarse que las concentraciones
testeadas hayan sido demasiado elevadas y que concentraciones menores permitan observar
diferencias en la sensibilidad.

Por su parte, el ensayo dosis-respuesta por riego con herbicidas indica que no hay
diferencias significativas entre el crecimiento de plantas alsR1, alsWT y Col0 para ninguno de
los tratamientos (Figura 28).

Estos resultados en su conjunto sugieren que el transgén alsR (282+574) no estaria
aportando ningun nivel de resistencia a los herbicidas clorimurén-etil (sulfonilurea) y
diclosulam (triazolopirimidina). Si bien algunos de los ensayos indican un cierto grado de

resistencia a imazetapir, el fenotipo observado no confirma la hipétesis planteada.
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Figura 27. Resistencia a inhibidores de la ALS en las lineas transgénicas. A: Ensayos de
crecimiento de A. thaliana en medios MS suplementados distintas concentraciones de tres
herbicidas inhibidores de la ALS. B: Actividad de la enzima ALS en presencia de dos
concentraciones de imazetapir, 10 uM de clorimuroén-etil y 10 uM de diclosulam, por separado. Los
valores se expresan como % de actividad residual respecto del control no tratado. * Indica
diferencias estadisticamente significativas dentro de cada tratamiento.
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Figura 28. Ensayo dosis-respuesta por riego con herbicidas. Grupos de plantas transgénicas y no
transgénicas fueron regadas de manera continua con distintos herbicidas. Al cabo de seis semanas,
se registrd su crecimiento (imagen inferior), y el peso seco promedio para cada grupo dentro de
cada tratamiento (imagen superior).
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5.3.4 Construccion de vectores pMF6als para expresion en trigo

La estrategia de subclonado utilizada permitié la construccion de tres vectores de
expresion conteniendo las variantes alélicas alsWT (control), als574 (sustitucion W574L que
otorga resistencia cruzada a las cinco familias de inhibidores de la ALS) y als282 (sustitucién
A282D, con efectos desconocidos en la resistencia). Se desestimé la construccion de un
vector portando la version alélica alsR (282+574) debido a que los ensayos en A. thaliana
indicaron la ausencia de un fenotipo significativamente resistente a inhibidores de la ALS.

Como se observa en la Figura 29B, la digestion de los plasmidos recombinantes
construidos y purificados produce un patron coincidente con lo esperado: una banda de 2000
pb correspondiente al gen als (Figura 29, fragmento azul) y una banda de 4000 pb
correspondiente al resto del vector. El patrén de digestion arrojado para el vector de origen
(pGEM-Tals) es visiblemente diferente y nos permite descartar posibles contaminaciones. La
identidad nucleotidica del vector y de cada una de las versiones subclonadas fue corroborada

exitosamente por secuenciacion.
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Figura 29. Construccion de vectores pMF6als. A: Esquema de los vectores construidos. B:
Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de digestion de los vectores, lo cual corrobora la

identidad de los mismos. SD: Sin digerir; D: Digerido.

5.3.5 Construccién de curvas de seleccién con imazetapir en cultivo in vitro de trigo

La formulacion de los medios para el cultivo in vitro de los embriones de trigo Klein
Brujo fue exitosa. Como puede observarse en la Figura 30, se pudo completar el proceso de

embriogénesis somatica y producir plantas de trigo regeneradas en condiciones in vitro.
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Figura 30. Cultivo in vitro de trigo. Embriones en etapas de induccion (A) y regeneracion (B) en
medios no selectivos. C: Registro de las etapas de la regeneracién de plantas de trigo por
embriogénesis somatica a partir de embriones crecidos en medios no selectivos.

Como resultado del crecimiento de los individuos en los medios selectivos ensayados,
se pudo observar que una concentracion de 1 uM de imazetapir produjo una reduccion
drastica del porcentaje de regeneraciéon de callos (del 100% en los controles a un 3,33%),
mientras que no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de induccion
(valor-p>0,05), los cuales superaron el 88% en todos los tratamientos (Tabla 17). Asi, se pudo
determinar que una concentraciéon equivalente a 1 uM de imazetapir durante la etapa de
regeneracion permitiria seleccionar diferencialmente aquellos explantos expresando el

transgén als. Cabe destacar que sélo aquellos callos clasificados con puntajes de 4 y 5 (Figura
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31) fueron tomados en cuenta para el calculo de los % de induccién y regeneracion (Tabla

17), debido a su mayor posibilidad de éxito en la generacion de nuevos individuos.

Tabla 17. Registro de los niveles de induccion y regeneracion de embriones de trigo Klein Brujo
creciendo en medios de cultivo suplementados con imazetapir 1, 2 y 5 uM (Imi 1, 2 y 5,
respectivamente). Los callos clasificados con los puntajes 4 y 5 fueron considerados para los célculos
de % induccion y % regeneracion.

Niveles induccion Niveles regeneracion

N°rep. N°Embriones 1 2 3 :4 5|1 2 3 4 5 %lInd. % Reg.
Control 3 51 51 51 100 100
Imi 1 3 60 3 9 23 25|19 30 9 2 100 3,3
Imi 2 3 58 7 18 20 13|24 25 8 1 88 1,96
Imi 5 3 60 1 21121 17|13 41 5 98 0
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Figura 31. Escala de clasificacion de los callos en las etapas de induccion y regeneracion. Un
puntaje de 1 implico ausencia de callos o partes verdes respectivamente. Puntajes de 2, 3y 4
cantidades sucesivamente mayores. Un puntaje de 5, indicé el mismo nivel de induccién o
regeneracion que los explantos de los controles crecidos en medios no selectivos.

De esta manera, pudieron optimizarse los medios y las condiciones de cultivo para los

experimentos de transformacion y seleccion de plantas de trigo transgénicas.

5.3.6 Seleccién de callos transgénicos de trigo

Una vez determinada la concentracion del agente selectivo a utilizar en los
experimentos de transformacion, una serie de disparos con el acelerador de microparticulas

fueron efectuados con el objetivo de introducir en trigo las versiones pMF6als construidas en
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la seccion 5.3.4 y corroborar la posibilidad de utilizar un gen als como marcador de seleccién.
Asi, los explantos fueron sometidos a un proceso de induccion de callos completo sin
seleccion, y el agente de seleccion (imazetapir 1 uM) fue adicionado en las etapas de
regeneracion.

Como puede observarse en la Figura 32, todos los explantos sufrieron un proceso de
induccion normal y similar, independientemente de la version del vector con la que se
bombardearon. Durante la etapa de regeneracion, en cambio, soélo algunos callos
correspondientes a los disparos con el plasmido pMF6als574 presentaron un desarrollo
aumentado (Figura 32, sefialado con flecha roja). En ninguna de las instancias de
transformacion se observd un crecimiento sustancialmente mayor al de los controles de
seleccidn en los callos bombardeados con las versiones pMF6alsWT y pMF6asl|282.

Los callos que sobrevivieron al agente de seleccion continuaron su desarrollo y fueron
transferidos a medios de regeneracion con mayor altura, a medios de rusticacion y a maceta,
consecutivamente. A partir del tejido foliar de los mismos se pudo chequear la incorporacion
del transgén. Como se puede observar en la Figura 33, 4 de las 5 plantulas que completaron el
proceso de regeneracion resultaron positivas para la presencia del transgén, lo cual se
evidencid por la amplificacion especifica de un fragmento de 670 pb. Se incluyeron controles
positivos de amplificaciébn y controles negativos de amplificacion endbgena y de
contaminacion.

Resulta pertinente destacar que la concentracion utilizada del agente de seleccién no
permitio la aparicion de un alto porcentaje de escapes, a diferencia de lo que observaron
Ogawa et al. (2008) utilizando concentraciones similares del inhibidor de la ALS bispiribac.
Esto podria deberse a mayores niveles de expresion de la version als introducida en este
trabajo por la utilizacién de un promotor fuerte y constitutivo (35S). Adicionalmente, la
ausencia de plantulas resistentes para la construccion pMF6als282 podria interpretarse como
una ausencia de correlacion entre esta version alélica y la resistencia a inhibidores de la ALS,
al menos en una magnitud mensurable en las condiciones experimentales ensayadas.

Estos resultados indican que fue posible obtener plantulas transgénicas de trigo y que
la construccion desarrollada puede utilizarse como un marcador de seleccion. Como
perspectivas, resta estudiar la segregacion del trangeén en las generaciones siguientes y ensayar

la posibilidad de realizar la seleccion de los callos con otros ingredientes activos para los
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cuales se espera que la version alélica als574 confiera resistencia (familias de las SU, TP,
PTB y SCT, segun Beckie y Tardif, 2012).

INDUCCION REGENERACION

(No selectiva) (Selectiva)

Control

pMF6
alsWT

pMFo6
als282

pMF6
als374

Figura 32. Embriogénesis somatica a partir de callos de trigo bombardeados con las distintas
versiones alélicas del gen als subclonado en el vector pMF6. Las fotografias fueron tomadas cuatro
semanas de comenzados los procesos de induccidn (no selectivo) y regeneracion (selectivo).
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Figura 33. Confirmacion de la transgénesis. A: Plantulas de trigo seleccionadas creciendo en altura
en medios de regeneracion suplementados con imazetapir 1 uM. B: Chequeo de incorporacion del
trangén por amplificacion de un fragmento als de 670 pb. C+: control positivo de amplificacion con
el vector pMF6als574. C-: Muestra de ADN gendmico de plantulas de trigo de los controles de

regeneracion.
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5.4 CONCLUSIONES

Por un lado, los ensayos sobre la linea de A. thaliana alsR1 (A282D + W574L)
permitieron descartar la asociacion de este alelo a un fenotipo de resistencia significativa a
inhibidores de la ALS. Por el otro lado, los experimentos de tranformacion de trigo permiten
hipotetizar que la version als282 tampoco tiene una incidencia significativa en la resistencia,
al menos al herbicida imazetapir. Y por ultimo, los resultados aqui descriptos demuestran que
el gen als identificado, aislado y clonado durante el desarrollo de esta tesis puede utilizarse
como herramienta biotecnolégica (marcador de seleccion) en un proceso de transformacion
genética de trigo, confirmando la hipétesis planteada en la seccion 5.1. Resta confirmar si la
seleccidon de callos transformantes puede efectivamente realizarse con otros principios activos

para los cuales el gen selector otorga resistencia.
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6. DISCUSION GENERAL

A partir del presente proyecto de tesis doctoral, fue posible develar las bases
moleculares de la resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS y a glifosato en dos de las
especies latifoliadas méas probleméticas de los dltimos tiempos, Amaranthus hybridus y
Amaranthus palmeri. En ambos casos, los estudios revelaron la presencia de mutaciones en el
sitio de accion, causantes de sustituciones que modifican la estructura primaria v,
consecuentemente, la conformacion tridimensional de la proteina, haciendo que la misma se
vuelva insensible a la accion de los herbicidas ensayados.

Ademés de contribuir a una mayor comprension de los fenotipos de resistencia
observados y de su distribucion en Argentina, se pudo publicar por primera vez la secuencia
completa del gen als para A. hybridus y se pudieron reportar algunos polimorfismos en el gen
als nunca antes detectados, abriendo la puerta para futuros estudios moleculares sobre su
implicancia en la resistencia.

Como se discutid en la introduccion general, la caracterizacion de los mecanismos de
resistencia resulta clave para la toma de decisiones acerca de las estrategias que se incluyen en
un programa de manejo. En este sentido, a la luz de la presencia de sustituciones que
confieren resistencia de amplio espectro a inhibidores de la ALS y de un emergente
mecanismo de amplificacion del gen epsps, podria alertarse sobre la ineficacia del control de
estas especies de Amaranthus solo con herbicidas de los grupos B y G en Argentina.
Consecuentemente, estrategias que impliquen la rotacion de mezclas de herbicidas con
diferentes modos de accion en complementacion con practicas de control no quimicas,
podrian ser especificamente disefiadas para cada region bajo el soporte de estudios basados en
evidencia cientifica.

Por otro lado, identificar y entender los mecanismos habilita a la creacion de
marcadores moleculares especificos para su deteccion, como el ensayo de HRMA aqui
desarrollado para la deteccion de una nueva sustitucion triple en la EPSPS. Si un mecanismo
de resistencia es encontrado en una alta frecuencia en una region, la simple deteccion de este
mecanismo en ausencia de un fenotipado tradicional (usualmente mucho mas lento) podria
aproximar fielmente los niveles de resistencia a una determinado herbicida.

El curso de estas investigaciones lleva, inevitablemente, a empujar los limites de lo

conocido para adentrarse en nuevos mecanismos, conceptos y teorias. A medida que nuevos
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alelos de resistencia son identificados y caracterizados, la fidelidad de la cuantificacién de la
resistencia mediante mecanismos moleculares se acerca cada vez més al fenotipado
tradicional. Las encuestas, censos y relevamientos proveen de una oportunidad Unica no sélo
para cuantificar la resistencia campo a campo en extensas regiones, sino también para
incrementar el conocimiento acerca de como la resistencia a herbicidas evoluciona a lo largo
de los afios. Mantener la separacion entre campos con resistencia y con susceptibilidad, por
ejemplo, permitiria mayores opciones de control en un enfoque campo a campo. Este tipo de
decisiones de manejo podria limitar la dispersion de la resistencia.

Adicionalmente, los estudios a gran escala permiten identificar aquellas poblaciones
en las que nuevos mecanismos han aparecido en una frecuencia a la cual la caracterizacion ya
es necesaria. Como se observo en el estudio de la resistencia a glifosato, lactofen y atrazina en
A. tuberculatus, existen zonas grises en el conocimiento de los mecanismos de resistencia.

El entendimiento de como evoluciona la resistencia a herbicidas en malezas es el
punto de partida para generar estrategias preventivas o proactivas. Sin embargo, estar
preparados para nuevas situaciones problematicas, ya sea por la introduccion de especies no
nativas o por la emergencia de resistencia a nuevos modos de accion, representa una

capacidad con un alto potencial para la busqueda de soluciones eficaces y sostenibles.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

CAPITULO 1

Se confirmé la resistencia cruzada y mdltiple en una poblacion (R) de Amaranthus
palmeri a tres familias quimicas de herbicidas inhibidores de la ALS y a glifosato.

Se confirmo la resistencia a glifosato en otra poblacién (r) de Amaranthus palmeri.

Se describieron, por primera vez para poblaciones de A. palmeri de Argentina, los
mecanismos moleculares causantes de la resistencia a hebicidas con estos modos de

accion.

Para el caso de la poblacién R, se detectd la sustitucion W574L en la ALS como
mecanismo de resistencia asociado al sitio de accién. Ademas, se reportd una alta
prevalencia de la sustitucion P106S en la EPSPS y una leve amplificacion génica en el

gen epsps como mecanismos de resistencia a glifosato.

Las plantas de la poblacién r presentaron so6lo la sustitucion P106S en la EPSPS, lo cual

podria explicar los niveles de resistencia a glifosato mas bajos respecto de la poblacién R.

No es posible descartar la presencia de mecanismos no asociados al sitio de accion

contribuyendo en alguna medida a los fenotipos de resistencia observados.

CAPITULO 2

Los resultados de este capitulo representan el primer reporte oficial sobre los mecanismos
moleculares causantes de resistencia cruzada a inhibidores de la ALS en la especie de
maleza mas probleméatica de Argentina durante las ultimas décadas, Amaranthus

hybridus.
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Se describi6 la presencia de las sustituciones D376E y W574L en la ALS de cinco
poblaciones de A. hybridus de la region pampeana como mecanismos asociados al sitio

de accidn causantes de la resistencia cruzada.

En lo que respecta al glifosato, la poblacion R-CA presentd valores de resistencia
extraordinariamente elevados comparados a aquellos de todas las otras poblaciones

alguna vez descriptas.

Se asocio el fenotipo de resistencia a glifosato a un mecanismo nunca antes reportado,
asociado a una triple sustitucion aminoacidica en la EPSPS. Este mecanismo nuevo se

denomind TAP-IVS y fue detectado como Unico mecanismo en la poblacion R-CA.

Se desarrollaron técnicas, como el ensayo HRMA y la extraccion de ADN de semilla
Unica, que posibilitan la rapida deteccion de este nuevo mecanismo de resistencia en un

alto nimero de invividuos en simultaneo.

Los estudios realizados representan el primer reporte de mecanismos de resistencia a

glifosato asociados al sitio de accion en A. hybridus en todo el mundo.

CAPITULO 3

La resistencia a glifosato en Amaranthus tuberculatus esta tan extendida en los cultivos
de soja del estado de Ohio (EEUU) como lo esta en otros estados. A su vez, el principal
mecanismo de resistencia a este herbicida parece ser la amplificacion del gen epsps,

aunque es posible que otros mecanismos desconocidos estén presentes.

Por el otro lado, la resistencia a herbicidas inhibidores de la PPO resulté poco frecuente,
aunque concentrada en unas pocas poblaciones. El Unico mecanismo de resistencia

detectado correspondio a una delecion en la G210 del gen blanco.
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e Por ultimo, la resistencia a atrazina se observé en muy baja frecuencia pero en casi todas
las poblaciones ensayadas, lo cual podria indicar que este herbicida se utiliza como

ultimo recurso y podria comenzar a fallar en un futuro cercano.

CAPITULO 4

e Los ensayos sobre la linea transgénica de A. thaliana alsR1 (A282D + W574L)
permitieron descartar la asociacion de este alelo a un fenotipo de resistencia a inhibidores
de la ALS.

e Los ensayos de transformacion de trigo indicarian que la version als282 tampoco tiene

una incidencia significativa en la resistencia, al menos al herbicida imazetapir.

e Los resultados descriptos en este capitulo demuestran que un gen als identificado, aislado
y clonado durante el desarrollo de la presente tesis puede utilizarse como herramienta
biotecnoldgica (marcador de seleccién) en un proceso de transformacion genética de

trigo.
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