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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Abs: absorbancia

ABT: 1-aminobenzotriazol

ADN: &cido desoxirribonucleico
ADNc: ADN copia

AF: &rea foliar

ahas: gen de la acetohidroxiacido sintasa
AHAS: acetohidroxiacido sintasa
ALS: acetolactato sintasa
ANOVA: Analisis de la Variancia
ARN: &cido ribonucleico
ARNasa: nucleasa de ARN

b: pardmetro estimado en el ajuste de
curvas dosis-respuesta al modelo log-
logistico que corresponde a la pendiente
de la curva en el punto de inflexion

°C: grados Celsius
cm: centimetros
CPCA: acido 1,1-ciclopropilcarboxilico

Cq: quantification cycle, ciclo de
cuantificacion

DEPC: dietil pirocarbonato
DH: dihidroxiacido deshidratasa
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EDTA: acido etilendiaminotetraacético
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EST: Expressed Sequence Tag, etiqueta
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FAD: flavina adenina dinucleoétido

g: fuerza centrifuga
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GRso: concentracion de herbicida que
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h: horas

I: linea endocriada de girasol 1058-1 con
resistencia intermedia a IMI

Iso: concentracion de herbicida que reduce
la actividad enzimatica en un 50%

KARI: cetol-acido reductoisomerasa

I: litros

LF: longitud de hoja

LH: longitud de hipocatilo

LL: longitud de raiz lateral mas larga
LP: longitud de raiz principal

LP’: longitud de raiz principal que presenta
raices laterales mayores a 5 mm

LR: longitud de radicula

m: metros

M: molar

mg: miligramos
ml: mililitros
mm: milimetros
mM: milimolar
min: minutos

MS: base salina de Murashige y Skoog
(1962)
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nm: nanometros
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p: probabilidad
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RT: transcriptasa reversa

RT-gPCR: reverse transcription
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TA: transaminasa
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TBE tampdn Tris-borato-EDTA

Tris: N-tris-(hidroximetil) aminometano

TPP: tiamina pirofosfato

U: unidades de enzima
pl: microlitros

MM: micromolar
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UV: ultravioleta

V: voltio

valor E: probabilidad de que un
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Miller (1981)
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acuerdo a Schneiter y Miller (1981)



Resumen

RESUMEN

La acetohidroxiacido sintasa (AHAS) cataliza la primera reaccion en la biosintesis de
aminoacidos de cadena ramificada. Esta enzima es el sitio de accion de herbicidas dentro
de los que se incluyen las imidazolinonas. La resistencia a imidazolinonas en girasol
cultivado, incorporada a partir de una poblacién de girasol maleza, esta controlada por dos
genes: Imrl e Imr2. El primer gen se corresponde con una mutacién de ahasl, el cual es
uno de los tres genes que codifica para la subunidad catalitica de AHAS. Se desconoce el
mecanismo relacionado con el segundo gen. Los objetivos de este trabajo fueron
caracterizar la resistencia a imidazolinonas en estadios tempranos del desarrollo, a nivel
fenotipico y bioquimico, evaluar la expresion de los tres genes ahas y determinar el
mecanismo de resistencia relacionado a Imr2. La utilizacién de bioensayos de germinacion
en condiciones controladas permitié caracterizar la respuesta al herbicida imazapir en
genotipos con distinto grado de resistencia a imidazolinonas. El crecimiento y desarrollo del
sistema radical y la expansion del primer par de hojas verdaderas fueron los parametros
mas sensibles para discriminar estos genotipos. De manera similar, la actividad AHAS in
vivo permitié distinguir genotipos que difieren a nivel de Imrl. Los niveles relativos de
transcriptos ahas fueron cuantificados mediante RT-qPCR en hojas y raices de plantulas
control y tratadas con imazapir. Estos niveles se correspondieron con la actividad AHAS
evaluada in vivo e in vitro en dichos tejidos. El tratamiento con imidazolinonas produjo
respuestas tejido-especificas y gen-especificas. Los niveles de expresion AHAS en plantulas
control no difirieron entre los genotipos evaluados, por lo que la alteracién o sobreexpresion
de AHAS no serian mecanismos de resistencia presentes en las lineas de girasol bajo
estudio. Para evaluar la participacion de citocromo P450 monooxigenasas (P450s) en la
detoxificaciéon del herbicida, se evaluo la respuesta de plantulas sensibles y resistentes bajo
el tratamiento combinado de imazapir e inhibidores de citocromo P450s. Se observo una
disminucion de parametros de crecimiento por el tratamiento combinado en la linea
resistente, por lo que existiria un mecanismo de detoxificacion del herbicida imazapir
mediado por isoformas de citocromo P450s. Este mecanismo estaria relacionado al locus

Imr2 y completaria a la resistencia conferida por la mutacion en ahasl.



Abstract

Imidazolinone resistance in sunflower:

phenotypic and biochemical evaluation, and expressi on patterns of ahas genes

ABSTRACT

Acetohydroxyacid synthase (AHAS) catalyzes the first reaction in branch chain amino
acids biosynthesis. This enzyme is the target of several herbicides, including all members of
the imidazolinone family. In sunflower, imidazolinone resistance from a wild population have
been introgressed to elite inbred lines. Two resistance genes, Imrl and Imr2, were proposed
as the genetic basis of the inheritance of imidazolinone resistance. Imrl is an allelic variant
of the ahasl gene that codes for the AHAS catalytic subunit. The effect of the modifier locus,
Imr2, remains unknown. The objectives of this work were to evaluate imidazolinone
resistance at early stages of development, both at whole plant and biochemical level, to
study the ahas gene expression pattern and to determine the resistance mechanism related
to Imr2. The imazapyr response in genotypes differing in imidazolinone resistance was
characterized through several bioassays in controlled conditions. Root system growth and
leaf expansion were the most sensitive parameters to discriminate these genotypes.
Similarly, in vivo AHAS activity allowed the distinction among genotypes that differed at Imrl
locus. Relative transcript levels of ahas genes were measured through RT-gPCR in leaf and
root tissues of control and imazapyr-treated plantlets. In vivo and in vitro AHAS activities
were consistent with ahas transcriptional levels in those tissues. A gene- and tissue-specific
response was observed in treated plantlets. Given that no differences in AHAS expression
were found among genotypes, the possibility that Imr2 could be associated with higher levels
of AHAS expression is excluded. The growth response to imazapyr in combination with
cytochrome P450 monooxygenases (P450s) inhibitors was evaluated in sunflower plantlets.
The increased phytotoxicity of imazapyr in the resistant line when P450s inhibitor was
present suggests that P450s mediates a detoxification mechanism and contributes to
herbicide resistance. This mechanism could be related to the effect of the modifier gene

Imr2.
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Introduccién General

INTRODUCCION GENERAL

El girasol (Helianthus annuus) es uno de los cultivos oleaginosos mas importantes a
nivel mundial, junto con la soja, colza y algodén. La produccion mundial de este cultivo
alcanza las 30 millones de toneladas®. Argentina se constituye en uno de los principales
exportadores mundiales de aceite y harina de girasol, con una superficie cultivada de casi

tres millones de hectareas?.

Las malezas causan considerables pérdidas en el rendimiento de cultivos debido a la
competencia por luz, agua y nutrientes. En la agricultura moderna, los herbicidas se han
convertido en una herramienta fundamental dado que resultan econémicamente rentables,
son de facil manejo y permiten el control de un amplio espectro de malezas. Los herbicidas
también pueden contribuir a la conservacién del suelo a través de su uso en la practica de
siembra directa, donde se reemplaza la labranza por el control quimico de malezas previo a

la siembra (Mazur y Falco, 1989).

Los herbicidas pueden clasificarse considerando el proceso metabdlico implicado en
su accion fitotbxica. De esta manera, se han descripto 17 grupos segun el Comité
Internacional de Resistencia a Herbicidas (HRCA, Herbicide Resistance Action Committee)?
y la Sociedad de Malezas de Estados Unidos (WSSA, Weed Science Society of America)®”.
Tres de estos grupos corresponden a herbicidas inhibidores de vias metabdlicas de
aminoacidos, en particular de la biosintesis de glutamina, aminoacidos aromaticos y de
cadena lateral ramificada. Dado que los animales no poseen estas vias metabdlicas, estos
herbicidas tienen menor impacto ecolégico que otros compuestos con diferentes
mecanismos de accion (Tan et al., 2006). Las tres enzimas de la biosintesis de aminoacidos
gue son inhibidas por herbicidas comerciales son: la acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, la 5-enoilpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) en la via del shikimato y la glutamina sintetasa (GS) en la asimilacién del amonio
(Duke, 1990).

La enzima AHAS (2.2.1.6), también conocida como acetolactato sintasa (ALS), se
encuentra en bacterias, hongos, algas y plantas. Existen dos clases principales para esta
enzima, las cuales participan en diferentes procesos metabolicos. En ciertos

microorganismos, un tipo de enzima participa de una via fermentativa cuyos productos

! http://www.sunflowernsa.com/stats/world-supply/

2 http://www.asagir.org.ar/asagir2008/importancia-economica.asp

3 http://www.hracglobal.com/Publications/ClassificationofHerbicide SiteofAction/tabid/222/Default.aspx
4 http://wssa.net/Weeds/Resistance/HerbicideMOACIassification.pdf
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finales son butanodiol y compuestos relacionados. Esta enzima difiere en varios aspectos de
su contraparte anabdlica implicada en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada
(Chipman et al., 1998; Duggleby y Pang, 2000). Dado que la enzima catabdlica sélo produce
acetolactato y la versibn anabdlica sintetiza dos acetohidroxidcidos (acetolactato y
acetohidroxibutirato) la nomenclatura sugerida es ALS para la primera y AHAS para la
segunda (Duggleby y Pang, 2000; Duggleby et al., 2008). De esta manera, la acepcion
correcta para el tipo de enzima que se encuentra en plantas es AHAS y sera utilizada en el
presente trabajo. Sin embargo, parece no haber acuerdo en la bibliografia y ambas
nomenclaturas son usadas como sinénimos. Ademas, “inhibidores de ALS” es el término
utilizado en la clasificacién de los herbicidas por las asociaciones internacionales (HRAC -

Herbicide Resistance Action Committee- , IWSS -International Weed Science Society-).

La enzima AHAS cataliza las dos primeras reacciones paralelas en la biosintesis de
aminoacidos de cadena lateral ramificada: valina, leucina e isoleucina (Figura 1). Una
caracteristica Unica de esta via es que valina e isoleucina son sintetizadas de manera
paralela con un set de cuatro enzimas idénticas pero que catalizan reacciones con
diferentes sustratos. La AHAS cataliza el primero de los pasos paralelos de esta ruta y
constituye un punto critico de ramificacion puesto que cataliza dos reacciones que
determinan en Ultima instancia el flujo de carbono destinado a la biosintesis de estos
aminoacidos. El precursor comun a la sintesis de los tres amino&cidos es el piruvato. La
sintesis de isoleucina requiere la intervencion de un segundo precursor, el 2-cetobutirato,
gue proviene de la desaminacion de la treonina. Las reacciones catalizadas por AHAS
consisten en la descarboxilacion irreversible del piruvato y condensacion del acetaldehido
resultante con una segunda molécula de piruvato para dar 2-acetolactato, o con una
molécula de 2-cetobutirato para dar 2-aceto-2-hidroxibutirato (Chipman et al., 2005). Cada
uno de estos productos es convertido por las enzimas cetolacido reductoisomerasa (KARI),
dihidroxiacido deshidratasa (DH) y transaminasa (TA) para dar valina e isoleucina,
respectivamente. Para la sintesis de leucina se requieren enzimas adicionales que utilizan 2-
cetoisovalerato como sustrato de partida (McCourt y Duggleby, 2006; Binder et al., 2007,
Lancien et al., 2007).

La sintesis de aminoacidos de cadena ramificada y por consiguiente la actividad AHAS
se localiza en plastidios (Miflin, 1974; Binder et al., 2007). Si bien la biosintesis se lleva a
cabo en toda la planta, ocurre una mayor expresion de esta enzima en los tejidos mas
jévenes (Schmitt y Singh, 1990; Singh y Shaner, 1995).
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Figura 1. Via biosintética de aminoacidos de cadena lateral ramificada. TD: treonina desaminasa,
KARI: cetolacido reductoisomerasa, DH: dihidroxiacido deshidratasa, TA: transaminasa, IPMS: 2-
isopropilmalato sintasa, IPMI: 2-isopropilmalato isomerasa, IPMD: 3-isopropilmalato deshidrogenasa.

Adaptado de Duggleby y Pang (2000) y McCourt y Duggleby (2006).
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La AHAS se compone de dos tipos de subunidades, una catalitica y otra regulatoria,
también referidas como subunidad mayor y menor, respectivamente. Esta Ultima
denominacion surgié de estudios en microorganismos dado que presentan subunidades
regulatorias pequefias. Sin embargo, en plantas las subunidades cataliticas y regulatorias
son de peso similar (Hershey et al., 1999; Lee y Duggleby, 2001). La subunidad catalitica es
un homodimero (Chang y Duggleby, 1997) mientras que la subunidad regulatoria consiste

en un monoémero (Hershey et al., 1999; Lee y Duggleby, 2002).

La subunidad catalitica de AHAS es la encargada de la actividad de esta enzima y
requiere tres cofactores: tiamina pirofosfato (TPP), flavina adenina dinucle6tido (FAD) y un
catién divalente como Mg**. Cada polipéptido de la subunidad catalitica de AHAS consta de
tres dominios a, B, vy y una cola C-terminal. El sitio activo de la enzima se localiza en la

interfase de estos monomeros (Duggleby et al., 2008).

La subunidad regulatoria de AHAS participa en la regulacion por retroalimentacion
negativa, lo que implica que la enzima es inhibida por los productos finales de la via.
Ademas, se encontrd que leucina produce una accién sinérgica junto a valina o isoleucina
debido a una duplicacion en los sitios alostéricos de la subunidad regulatoria. Hasta el
momento, la holoenzima no fue aislada directamente de tejidos vegetales (Barak y Chipman,
2012). Sin embargo, proteinas regulatorias recombinantes junto con la subunidad catalitica
purificada de A. thaliana reconstituyeron una alta actividad sensible a la inhibicién por los
tres amino&cidos finales de la via de igual forma que la enzima nativa en extractos crudos
(Hershey et al., 1999; Lee y Duggleby, 2001). La subunidad regulatoria contiene sitios de
union separados para leucina y valina/isoleucina en la interfase de los dos dominios. La
ocupacién de alguno de los sitios por sus ligandos es sefializado a la subunidad catalitica y

produce su inhibicién (Lee y Duggleby, 2002).

Los herbicidas inhibidores de AHAS son un grupo numeroso de compuestos que
incluyen cinco familias con caracteristicas quimicas diversas (Figura 2): las sulfonilureas
(Chaleff y Mauvais, 1984; Ray, 1984), imidazolinonas (Shaner et al., 1984, 2012; Shaner y
O’Connor, 1991), triazolopirimidinas (Gerwick et al., 1990), pirimidiltio (u oxi)-benzoatos y

sulfonil-amino-carboniltriazolinonas (Tan et al., 2006).

Numerosas aproximaciones bioguimicas comprobaron que los inhibidores AHAS se
comportan como inhibidores no competitivos o acompetitivos de la enzima. Esto implica que
no se comportan como analogos de sustrato (Shaner et al., 1984; Muhitch et al., 1987;
Durner et al., 1991). En los afios 80 se propuso que el sitio de union a herbicidas

correspondia a un vestigio de sitio de unién a quinonas del ancestro evolutivo de la piruvato
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oxidasa (Schloss et al., 1988). Sin embargo, recientemente se ha demostrado mediante
estudios cristalograficos y de difraccion de rayos X que los herbicidas se unen en la entrada
del canal de acceso del sustrato al sitio activo, en la interfase de las subunidades cataliticas.
Distintas clases de herbicidas ocupan sitios parcialmente solapados y adoptan distintas
formas de unién, pero todos bloquean a la enzima en el llamado sitio de unién a herbicidas
(Pang et al., 2002, 2003, 2004; McCourt et al., 2005, 2006).

Figura 2. Estructuras moleculares basicas de las 5 familias quimicas correspondientes al grupo de
herbicidas inhibidores de AHAS. R, R1 y R2 son grupos quimicos adicionales a la estructura basica.
Tomado de Tan et al. (2006) y Zhou et al. (2007).
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Los herbicidas inhibidores de AHAS se absorben tanto por raices como por el follaje y
en funcién de ello pueden ser empleados en preemergencia o postemergencia. El transporte
del herbicida por la planta puede ocurrir por simplasto o apoplasto (Little y Shaner, 1991,
Tuesca y Nisensohn, 2004). Los sintomas que manifiestan las plantas tratadas con estos
herbicidas incluyen: detenciéon del crecimiento, acortamientos de entrenudos, clorosis en
margenes de hojas jovenes, coloracion rojiza o purpura, inhibiciébn de raices laterales,
necrosis, etc. La muerte de la planta se produce luego de varias semanas de la aplicacion
del herbicida (Saari et al., 1994; Whitcomb, 1999).

Numerosas evidencias de naturaleza bioquimica, fiosiolégica y genética, sugieren que
la enzima AHAS es el Unico blanco de estos herbicidas (Muhitch et al., 1987; Manabe et al.,
2007; Zhou et al., 2007). Si bien se conoce que la inhibicion de AHAS es el mecanismo de
accién primario, los mecanismos precisos que conectan esta inhibicion con la muerte de la
planta no han sido del todo elucidados (Zhou et al., 2007). Avances recientes demostraron
que la acumulacién de carbohidratos y aminoacidos libres producen la detencion en el
crecimiento de las plantas y desencadenan posteriormente procesos fermentativos con
produccién de compuestos téxicos que explicarian el proceso de muerte de las mismas
(Gaston et al., 2002; Zabalza et al., 2004, 2005, 2011).

Los herbicidas inhibidores de AHAS controlan un amplio espectro de malezas y tienen
alta potencia biologica por lo que pueden utilizarse a bajas dosis de aplicacién, en el orden
de gramos por hectarea, mientras que otros herbicidas se requieren en niveles de
kilogramos por hectérea. La introduccion de estos herbicidas en los 80’ fue responsable de
la disminucion de la cantidad de herbicida total utilizado en el mundo (Saari et al., 1994; Tan
et al., 2006).

La base para la selectividad de varios cultivos a ciertos herbicidas inhibidores de AHAS
se debe a diferencias en la naturaleza o tasa de metabolismo del herbicida (Mazur y Falco,
1989; Brown, 1990). De esta manera, la soja es tolerante a aplicaciones de imazaquin e
imazetapir (Tecle et al., 1993) y nicosulfuron es selectivo para maiz (Green y Ulrich, 1993).
Por otro lado, la resistencia a estos herbicidas también puede estar dada por la modificacion
del sitio de accién, esto es, una modificacion en la estructura de la AHAS que hace que la

enzima pierda la sensibilidad a estos compuestos (Duggleby et al., 2008).

Cabe mencionar que existen en la literatura algunas divergencias en cuanto a los

términos resistencia y tolerancia. En este trabajo seran consideradas las definiciones mas
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ampliamente aceptadas’. La definicion de resistencia se refiere a la capacidad de sobrevivir
y reproducirse después de la aplicacion de una dosis de herbicida que normalmente seria
letal para la especie. La resistencia puede ocurrir naturalmente o puede inducirse por
técnicas artificiales como ingenieria genética, seleccibn en programas de mutagénesis y
cultivo de tejidos. La tolerancia, en cambio, se refiere a la habilidad inherente de una
especie a sobrevivir y reproducirse luego de la aplicacion de herbicida; lo cual implica que

no hubo seleccion o manipulacion genética (Powles y Holtum, 1994; WSSA, 1998).

Los mecanismos de resistencia o tolerancia a herbicidas pueden clasificarse en dos
grandes grupos: i) con maodificacion en el sitio de accién vy ii) sin modificacion en el sitio de
accion. En el primer caso, el herbicida puede alcanzar el sitio de accion en una dosis letal
pero éste es insensible a la accion del mismo. Estos mecanismos pueden estar dados por
mutaciones en el gen que codifica para la proteina blanco del herbicida o por una sobre-
expresion de la misma (amplificacion génica o cambio en el promotor del gen) (Devine y
Shukla, 2000; Powles y Yu, 2010). El segundo grupo involucra mecanismos que minimizan
la cantidad de herbicida activo que alcanza el sitio de accion, como pueden ser
modificaciones en la absorcion, transporte y metabolismo del herbicida (De Prado y Franco,
2004; Powles y Yu, 2010). La detoxificacion o metabolismo del herbicida es el mecanismo
méas comun en el segundo grupo, dentro del cual se destacan dos sistemas enzimaticos
correspondientes a citocromo P450s y glutation S-transferasas (Yuan et al., 2007; Beckie y
Tardif, 2012)

La resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS generalmente esta conferida por una
mutacion puntual en el gen que codifica para la subunidad catalitica de esta enzima. En
diferentes especies de malezas se han descripto 20 sustituciones en ocho aminoacidos
conservados: Alal22, Prol97, Asp376, Arg377, Ala205, Trp574, Ser653 y Gly654
(numeracion de aminoacidos en referencia a Arabidopsis thaliana L.). Estas mutaciones
pueden conferir resistencia cruzada entre las distintas familias quimicas o ser especificas
para alguna en particular. La tendencia general indica que la mutacion Alal22Thr confiere
altos niveles de resistencia a imidazolinonas, las sustituciones en Prol197 a sulfonilureas y
en menor medida a triazolopirimidinas, Ala205 a imidazolinonas, Arg377His a sulfonilureas,
sustituciones en Arg377 y Trp574 a todas las clases de herbicida, Ser653 a imidazolinonas y
en menor medida a pirimidiltiobenzoatos y Gly654 a imidazolinonas (Tranel y Wright, 2002;
Beckie y Tardif, 2012).

! http://wssa.net/Weeds/Resistance/definitions.htm
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En Argentina se comercializan herbicidas pertenecientes a las cinco familias quimicas
de inhibidores de AHAS. Dentro de la familia de las imidazolinonas se utilizan cinco
ingredientes activos en diversas formulaciones: imazamox en soja para latifoliadas anuales,
imazapic en cafia de azucar y mani para el control de Cyperus rotundus, Cynodon dactylon
y Sorghum halepense y latifoliadas anuales; imazaquin en soja para latifoliadas anuales;
imazetapir en alfalfa, arveja, maiz Clearfield®, mani, soja y poroto para latifoliadas anuales;
imazapir en alambrados y &reas no cultivadas para un amplio espectro de malezas, en cafia
de azucar y girasol Clearfield® contra Cyperus rotundus, Cynodon dactylon y Sorghum
alepense y latifoliadas anuales; imazapir + imazetapir en maiz Clearfield® contra Cyperus
rotundus, Cynodon dactylon y Sorghum alepense vy latifoliadas anuales (Arregui y Puricelli,
2008). Ademas, la formulacion imazapir + imazamox comenzé a comercializarse

recientemente para los girasoles CLPIlus®.

Desde la introduccion del maiz resistente a imidazolinonas en 1992, otros cultivos
(colza, lenteja, arroz, trigo y girasol) han sido lanzados al mercados bajo el nombre de
Clearfield® y CLPIus® (Tan et al., 2005; Shaner et al., 2012).

Si bien se han producido plantas resistentes a inhibidores de AHAS mediante
transgénesis, todos los cultivos resistentes a imidazolinonas actualmente comercializados
fueron desarrollados mediante métodos no transgénicos (Tan et al., 2005; Shaner et al.,
2012). Las técnicas utilizadas incluyeron seleccion a partir de cultivo de tejidos y
mutagénesis de polen en maiz (Newhouse et al.,, 1991a,b), seleccion de microsporas en
canola (Swanson et al., 1989), mutagénesis de semillas en trigo (Newhouse et al., 1992),
arroz (Croughan, 1998) y girasol (Sala et al., 2008a,b); y la incorporacion del caracter desde
un biotipo de maleza resistente emparentado en el caso de girasol (Miller y Al-Khatib, 2002).
En todos los casos, el mecanismo de resistencia corresponde a la alteracion en el sitio de

accion de estos herbicidas.

En el cultivo de girasol, la competencia por malezas puede causar pérdidas de 20 a
70% de rendimiento (Blamey y Zollinger, 1997). Si bien la utilizacién de herbicidas es el
método elegido para el control de malezas en la agricultura moderna, la disponibilidad de
herbicidas selectivos para girasol es limitado. El desarrollo de nuevos herbicidas es un
proceso lento y costoso, por lo que los mayores esfuerzos de investigacion estan inclinados
al desarrollo de tecnologias de resistencia a herbicidas conocidos (Devine et al., 2005; Sala
et al., 2012a).
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Los mecanismos de resistencia a herbicidas descriptos en girasol incluyen
modificaciones en el sitio de accion y detoxificacion de herbicida. En cuanto a la
modificacion en el sitio de accion, se han encontrado numerosas alteraciones en AHAS que
producen resistencia a los herbicidas inhibidores de dicha enzima (White et al., 2003;
Kolkman et al., 2004; Hawley, 2005; Sala et al., 2008a; Sala y Bulos, 2012a). La
participacién de citocromo P450s también ha sido descripta en diversos materiales como
responsable de otorgar resistencia a herbicidas con diferentes modos de accién (Kaspar et
al., 2011; Ledn et al., 2012).

La resistencia a inhibidores de AHAS por modificacion en el sitio de accion se
corresponde a diversas mutaciones puntuales en el gen ahasl que codifica para la
subunidad catalitica 1 de AHAS (AHASL1) de girasol. A modo de resumen, estas mutaciones

se describen en la Tabla 1 y se muestran esquematizadas en la Figura 3.

La primera fuente de resistencia a imidazolinonas en girasol, denominada Imisun, fue
desarrollada a partir de una poblacién de girasol maleza descubierta en Kansas, EEUU (Al-
Khatib et al., 1998). La herencia de este caracter esta controlada por 2 genes: uno principal
con accion semidominante (inicialmente llamado Imrl) y un segundo gen, Imr2, con efecto
modificador cuando el primero esta presente (Bruniard y Miller, 2001). Imrl fue denominado
como Ar,, (Kolkman et al., 2004) y posteriormente como Ahasl1-1 (Sala et al., 2008a). Este
gen corresponde a un alelo para ahasl con una mutacion en la posicién 205. Con respecto
al segundo locus (Imr2), también denominado enhancer, se postula que podria
corresponderse a determinantes geénicos adicionales involucrados en la eficiencia de

absorcion, transporte o metabolismo del herbicida (Kolkman et al., 2004).

En la actualidad existen lineas publicas americanas liberadas por el Departamento de
Agricultura de los EEUU (USDA-ARS -United States Department of Agriculture-Agricultural
Research Service-) a las que se les ha incorporado resistencia a imidazolinonas a partir de
la fuente mencionada (Miller y Al-Khatib, 2002; Miller et al., 2006). Este germoplasma es
homocigota y resistente a los herbicidas imazamox e imazetapir y esta disponible para su
uso en la creacion de hibridos, lineas parentales, o germoplasma resistente. Varias
compafias semilleras introdujeron esta resistencia en sus lineas propias de girasol y
distintas variedades fueron comercializadas por primera vez en Estados Unidos, Argentina y
Turquia en el 2003 como Girasol Clearfield® (Tan et al., 2005).

La segunda fuente de resistencia a imidazolinonas en girasol surge a partir de un
programa de mutagénesis de semillas y seleccidon con imazapir (Sala et al., 2008b). El gen

involucrado fue denominado Ahasl1l-3 y se corresponde con una mutacién en la posicién
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122 (Sala et al., 2008a). Los hibridos con esta resistencia fueron comercializados bajo el
nombre de Clearfield Plus® y mostraron niveles de resistencia mayores que los materiales
Imisun (Sala et al., 2012b).

Tabla 1. Mutaciones que confieren resistencia a inhibidores de AHAS en girasol. IMI: imidazolinonas,
SU: sulfonilureas, TP: triazolopirimidinas y POB: pirimidinil-oxibenzoatos.

Resistencia a

Aminoéacido Sustitucion inhibidores AHAS Referencia
Ala 122 Thr resistencia a IMI Sala et al. (2008a,b)
Pro 197 Leu resistencia a SU Kolkman et al. (2004)

Hawley (2005)

Ala 205 Val resistencia a IMI Baumgartner et al. (1999)
Kolkman et al. (2004)
White et al. (2002, 2003)

resistencia a IMI, SU,

Trp 574 Leu TPy POB

Sala y Bulos (2012a)

Figura 3. Representacién esquemaética de la subunidad catalitica de la acetohidroxiacido sintasa 1
(AHAS1) de girasol (adaptado de Tranel y Wright, 2002). Se muestran los cuatro aminoacidos
conservados cuya alteracién ha sido atribuida a resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS. El
péptido de transito cloroplastico (PTC) contiene la informacion para el transporte del precursor a los
plastidios, donde es removido dando origen a la proteina madura. La numeracion de los aminoacidos
se basa en el precursor AHAS de Arabidopsis thaliana (Sathasivan et al., 1990).
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Con respecto a la resistencia a sulfonilureas, también se disponen de fuentes naturales
y artificiales, inducidas por programas de mutagénesis. La fuente de resistencia natural fue
encontrada en una poblacion de girasol maleza y fue incorporada a girasol cultivado (Miller y
Al-Khatib, 2004; Joci¢ et al., 2011). Si bien la herencia de este caracter no ha sido
estudiada, se ha reportado una mutacién en la posicion 197 de ahasl (Kolkman et al.,
2004). Este alelo ha sido denominado Ar,, (Kolkman et al., 2004) y Ahasl1-2 (Sala et al.,
2008a). Ademas, la presencia de genes modificadores también estaria implicada (Miller y
Zollinger, 2004).

Otra fuente de resistencia a sulfonilureas fue registrada bajo el nombre de
ExpressSun™ en girasoles comerciales en 2007 (Streit, 2012). Los materiales resistentes
fueron desarrollados a partir de un programa de mutagénesis sobre la linea HA89 y posterior
seleccion con el herbicida tribenuron-metil (Gabard y Huby, 2004). Esta resistencia se debe
una mutacion en la posicion 197, idéntica a la encontrada en la fuente natural (Hawley,
2005).

Por otra parte, recientemente se ha encontrado un nuevo alelo que confiere resistencia
a un amplio espectro de inhibidores de AHAS. Esta fuente de resistencia fue encontrada en
una poblacion de girasol silvestre en la localidad de Jovita (provincia de Cérdoba, Argentina)
y fue incorporada a una linea de girasol cultivado. Este nuevo alelo corresponde a una
mutacion en la posicibn 574 de ahasl que confiere resistencia a imidazolinonas,
sulfonilureas, triazolopirimidinas y pirimidinil-oxibenzoatos (Sala y Bulos, 2012a). Por

tratarse de un material de reciente obtencién no se encuentra ain disponible en el mercado.

Si bien se ha reportado en girasol la resistencia a multiples herbicidas conferida por
citocromo P450s, estos materiales no se encuentran disponibles comercialmente. Por un
lado, se ha identificado una linea de girasol (TolP450-1) resistente a un amplio espectro de
herbicidas que revierte su resistencia por aplicaciéon de malation, un inhibidor de citocromo
P450s. Una mayor transcripcion de un gen codificante para una enzima de la familia de
citocromo P450s (HaCYP71A10) en tejido foliar seria responsable de la resistencia a
multiples herbicidas observada en esta linea (Kaspar et al., 2010, 2011). Por otro lado, se ha
patentado una fuente alternativa de resistencia a imidazolinonas mediada por citocromo

P450s obtenida a partir de un programa de mutagénesis y seleccion (Ledn et al., 2012).

Ademas del gen ahasl donde se encontraron las mutaciones que confieren resistencia
por mutacion de sitio de accién, en girasol existen otros dos genes que codifican para la
subunidad catalitica AHAS: ahas2 y ahas3 (Kolkman et al., 2004), pero se desconoce si

tienen alguna participacién en lo que respecta a la resistencia. Ahasl es el miembro mas
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polimérfico de esta familia y el mas preponderante en las bases de datos ESTs (Expressed
Sequence Tag, etiqueta de secuencia expresada) (Kozik et al., 2002). Sin embargo, no se
dispone de informacion acerca de los patrones de expresion de estos tres genes. Los
estudios de expresion permitirian esclarecer si los distintos transcriptos difieren o no en su
representacion en los distintos tejidos de la planta, en particular aquellos que son afectados
por el herbicida como ser hoja y raiz. Este tipo de estudios sobre distintos genotipos
posibilitaria establecer si las diferencias de expresién estan asociadas a la resistencia a

imidazolinonas en esta especie.

Dentro de los programas de mejoramiento que buscan incorporar la resistencia a
inhibidores de AHAS a sus materiales, la seleccion de genotipos resistentes se realiza
actualmente a campo mediante la aplicacion foliar del herbicida en el estadio V6 del cultivo
(Bruniard y Miller, 2001). Disponer de una metodologia alternativa que permita la
identificacion de fenotipos que porten los genes de resistencia en etapas tempranas del
cultivo se traduciria en un ahorro de tiempo y recursos dentro de los programas de
mejoramiento. En este sentido, los estudios del presente grupo de trabajo constituyen el
primer aporte al desarrollo de pruebas diagnéstico en girasol para la identificacion de plantas
resistentes a imidazolinonas (Vega, 2009; Vega et al.,, 2009; Breccia et al., 2009). En
particular, los ensayos se han desarrollado sobre materiales Imisun. La herencia digénica de
este caracter da lugar a mayor numero de genotipos y fenotipos que portan distintos grados
de resistencia, agregando complejidad al proceso de identificacion de individuos en
esquemas de mejoramiento (Bruniard, 2001). Las metodologias de diagndstico que
resultaron efectivas para la clasificacion de individuos con distintos grados de resistencia
incluyen pruebas de actividad enziméatica AHAS mediante un protocolo in vivo (Vega, 2009)
y la evaluacion de plantulas germinadas en un sistema de multimacetas en presencia de
herbicida (Vega et al., 2009). En este sentido, el presente trabajo pretende extender los
estudios previos considerando un numero mayor de genotipos y un ingrediente activo
diferente. Ademas, el abordaje de estudios sobre el mecanismo que contribuye a la
resistencia conferida por la mutacion en el gen ahasl es fundamental para ampliar la

frontera del conocimiento en lo que respecta al segundo locus Imr2.
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Hipotesis

HIPOTESIS

La resistencia a imidazolinonas en girasol puede ser verificada a nivel de planta
completa como asi también por la actividad enzimatica AHAS en etapas tempranas del

desarrollo de plantulas.

Existe expresion diferencial de los genes que codifican para la subunidad catalitica de
AHAS (ahasl, ahas2 y ahas3) y estas diferencias podrian estar asociadas a la resistencia a

imidazolinonas en esta especie.

Uno de los mecanismos involucrados en la resistencia a imidazolinonas en esta
especie, relacionado al locus Imr2, es la detoxificacion del herbicida mediada por citocromo
P450s.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la resistencia a imidazolinonas en estadios tempranos del desarrollo, a

nivel fenotipico y bioquimico, y cuantificar la expresion de los genes ahas en girasol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar la resistencia a imazapir a nivel de planta completa y de actividad
enzimatica in vivo durante el desarrollo de plantulas de girasol de genotipos con diferentes

grados de resistencia.

2) Estudiar la expresion de los genes ahas a nivel transcriptomico y bioquimico en

plantas jovenes de distintas lineas de girasol.

3) Determinar si la detoxificacion via citocromo P450s es un mecanismo que

contribuye a la resistencia conferida por la mutacion de la enzima AHAS.
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CAPITULO 1:
Caracterizacion de la resistencia a imidazolinonas

en etapas tempranas del desarrollo de plantu  las

INTRODUCCION

Los programas de mejoramiento actuales de girasol se basan en el desarrollo de
lineas endocriadas que son posteriormente empleadas en la produccién de hibridos. Las
tecnologias de control de malezas recientemente adoptadas incluyen cultivares resistentes a
imidazolinonas que permiten el control de diversas especies de gramineas y latifoliadas
anuales, asi como algunas malezas perennes tales como cebollin (Cyperus rotundus) y
sorgo de alepo (Sorghum halepense). Una sola aplicacion postemergente temprana es
suficiente para un amplio espectro de control y la posterior reduccion de nuevos nacimientos
de malezas. Otra de las ventajas que posee esta tecnologia es la de posibilitar la siembra
directa. Asimismo, el uso de estos girasoles evita los riesgos de fitotoxicidad al ser
sembrados en lotes que provengan de aplicaciones de imidazolinonas en soja 0 maiz
resistente. La incorporacion de la resistencia a imidazolinonas en girasol representé el
mayor avance para el control de malezas y consecuentemente para el incremento de la

produccién de este cultivo (Zollinger, 2004; Sala y Weston, 2010).

La fuente de resistencia a imidazolinonas en los materiales denominados Imisun
proviene de una poblacién de girasol maleza encontrada en 1996 en un campo de soja
cerca de la localidad de Rossville (Kansas, Estados Unidos), en el que se habia utilizado el
herbicida imazetapir durante siete afios consecutivos. El biotipo resistente encontrado era
casi 200 veces mas resistente al herbicida con respecto a plantas susceptibles (Al-Khatib et
al., 1998). Las semillas recolectadas de esta poblacion, denominada PUR H. annuus, fueron
utilizadas para incorporar este caracter al girasol cultivado. Los materiales IMISUN-1 e
IMISUN-2 corresponden a las plantas resistentes BC,F; a partir de las cruzas HA89/ PUR H.
annuus y RHA409//RHA376/ PUR H. annuus, respectivamente (Al-Khatib y Miller, 2000).
Posteriormente se desarrollaron las lineas mantenedora HA425 (BC,F) a partir de IMISUN-
1 y restauradoras RHA426 y RHA427 a partir de IMISUN-2 (Miller y Al-Khatib, 2002). Las

semillas de IMISUN-1 e IMISUN-2 al igual que de diversas lineas publicas resistentes (Miller
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y Al-Khatib, 2002; Miller et al., 2006) estan disponibles para los mejoradores, compafiias

semilleras y grupos de investigacion®.

Bruniard y Miller (2001) estudiaron el tipo de herencia de la resistencia al herbicida
imazamox en el cruzamiento entre la linea resistente HA425 y la linea susceptible HA89 a
través del andlisis de la segregacion de plantas de una poblacion F, y de cruzamientos
prueba. Estos autores concluyeron que la resistencia estaba controlada por dos loci, el
primero con un gen de accion génica semidominante (Imrl) y el segundo con un gen (Imr2)
gue tiene efecto modificador sobre el primer locus. De acuerdo con la interaccion que se
establece entre estos dos loci, los Unicos genotipos que presentan resistencia son
Imrlimrlimr2imr2 y Imrlimrlimr2imr2. El fenotipo intermedio para la resistencia
corresponde a los genotipos Imrllimrlimr2imr2, Imrlimrlimr2lmr2, Imrlimrlimr2imr2 e
Imrlimrlimr2imr2 mientras que los genotipos imrlimrllmr2imr2, imrlimrllmr2imr2 e

imrlimrlimr2imr2 son los que manifiestan susceptibilidad al herbicida (Bruniard, 2001).

De acuerdo al modelo de herencia de la resistencia a imidazolinonas, para lograr
hibridos completamente resistentes ambas lineas progenitoras deben tener constitucion
genotipica homocigota. Las estrategias de mejoramiento convencional utilizadas por los
mejoradores para su transferencia a germoplasma elite son la conversion de lineas elite por
retrocruza asi como la seleccion de lineas a partir de poblaciones segregantes. En el caso
de la conversion de lineas por retrocruza debido al modo particular de herencia se hace
necesario ademas intercalar una generacion de autofecundacion y pruebas de progenie. La
identificacion y seleccion de individuos resistentes se realiza actualmente a campo mediante
la aplicacion foliar del agente selectivo a partir del estadio V6 del cultivo (Bruniard y Miller,
2001). La selecciébn a campo, ademas de consumir principalmente tiempo, recursos y
espacio, posee la dificultad de ser afectada por las condiciones ambientales (Bozic et al.,
2012). Disponer de una metodologia efectiva y rapida que asista en el proceso de selecciéon
permitiria reducir los tiempos y el material a evaluar, minimizando costos en los programas

de mejoramiento.

Los experimentos de dosis-respuesta utilizando mdultiples dosis de herbicida resultan
Utiles para la caracterizacién de la resistencia en materiales de interés. A su vez, los
ensayos con genotipos de respuesta conocida permiten poner a punto protocolos de
diagnoéstico para su posterior uso de rutina en la evaluacibn de un gran numero de
individuos (Beckie et al., 2000). Dentro de los ensayos de diagnostico empleados para

evaluar resistencia 0 susceptibilidad a los inhibidores de AHAS pueden mencionarse

! http://www.ag.ndsu.nodak.edu/aginfo/seedstock/varieties/VH-SUNF.htm
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diversas técnicas moleculares (Corbett y Tardif, 2008; Délye y Boucansaud; 2008),
experimentos bioquimicos basados en la cuantificaciéon de actividad AHAS (Ray, 1984;
Gerwick et al., 1993; Simpson et al., 1995) o la acumulacién de metabolitos (Loper et al.,
2002; Li y Wang, 2005), ensayos de germinacion de polen en presencia de herbicida
(Ritcher y Powles, 1993), de germinacion de semillas tanto en placas (Heap y Knight, 1986;
Burnet et al., 1994; Cirujeda et al., 2001, Blair et al., 2006; Kuk et al., 2003a;2008) como en
hidroponia (Jettner et al.,1999; Santin Montanyé et al., 2006) y los ensayos tradicionales en

maceta con posterior aplicacién de herbicida (Boutsalis y Powles, 1995).

Los ensayos tradicionales se realizan en maceta con suelo en los cuales el tratamiento
con herbicida se lleva a cabo por aplicacion foliar. Si bien resultan apropiados para
discriminar distintos grados de resistencia, demandan una gran cantidad de recursos,
espacio y tiempo y no se justifica el trabajo extra que implican en screenings de rutina
(Beckie et al., 2000). A su vez, la relacion entre la respuesta de la planta y la dosis de
herbicida se ve afectada por humerosos factores que afectan la biodisponibilidad del mismo,
tales como la absorcién efectiva del herbicida por hoja, la degradacién del ingrediente activo
y la disponibilidad del resto del mismo en el suelo. Los bioensayos sin suelo con aplicacion
del herbicida mediante el agregado del mismo en la solucion de riego, por su parte,
presentan la ventaja de permitir la maxima biodisponibilidad del herbicida, eliminando
muchos de los factores que afectan los ensayos tradicionales (Jettner et al., 1999; Sandin
Espana et al., 2011).

Dentro de los ensayos enziméticos que miden la actividad de AHAS, la metodologia
mas utilizada es la cuantificacion in vitro (Ray 1984; Singh et al., 1988). Sin embargo,
también es posible medir los productos de AHAS en hojas incubadas en una solucién de
herbicida. Este método, denominado in vivo, fue inicialmente desarrollado por Gerwick et al.
(1993) y se basa en la inhibicion de la cetol-acido reductoisomerasa (KARI, EC 1.1.1.86),
enzima que actla a continuacion de la AHAS en la ruta metabdlica de sintesis de
aminodcidos de cadena lateral ramificada. La exposicion del tejido vegetal a un compuesto
inhibidor de esta enzima provoca la acumulacion de los productos de AHAS (acetolactato y
2-cetobutirato) en la hoja. Los productos de AHAS producidos y acumulados en estas
condiciones pueden cuantificarse mediante una reaccion colorimétrica (Westerfeld, 1945;
Epelbaum et al., 1990). Trabajos posteriores introdujeron algunas modificaciones al método
in vivo, las cuales incluian la aplicacién de los herbicidas en plantas enteras en cambio de

en hojas aisladas (Simpson et al., 1995; Lovell et al., 1996a).
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En aquellos trabajos donde se conducen los dos tipos de ensayos de actividad AHAS,
in vitro e in vivo, los resultados en general son consistentes para ambas metodologias pero
el grado de resistencia detectado no es el mismo (Kuk et al., 2003a,b; Figueroa et al., 2008).
Los ensayos in vivo han mostrado una mejor correlacion con la respuesta observada a nivel
de planta entera, dado que son el resultado no sélo de la inhibicion de la enzima, sino
también del grado de absorcidn, translocaciéon y metabolismo del herbicida (Simpson y
Stoller, 1996; Hwang et al., 2000; Zhou et al., 2010).

Los ensayos de actividad AHAS in vivo han sido aplicados mayormente en el estudio
de resistencia en malezas (Lovell et al., 1996a,b; Sprague et al., 1997a,b; Lee y Owen,
2000; Hinz y Owen, 1997; Uchino et al., 1999, Volenberg et al., 2000, 2001; Christofoletti,
2001; Shim et al., 2003; Kuk et al., 2002, 2003a,b; Zelaya y Owen, 2004; Hanson et al.,
2004; Lamego et al., 2009). De manera similar, estos ensayos han permitido distinguir
genotipos con diferentes grados de resistencia en cultivos tales como soja (Simpson et al.,
1995), trigo (Rainbolt et al., 2005, Dastgheib y Field, 1998) y girasol (Vrbni¢anin et al., 2008;
Vega, 2009); y comparar los efectos de diferentes ingredientes activos (Simpson y Stoller,
1996; Hwang et al., 2000; Zhou et al., 2010).

La resistencia a inhibidores de AHAS que manifiestan las plantas tratadas a campo
podria verificarse en etapa de plantula a través de la evaluacién del crecimiento en
presencia de herbicida y de ensayos de actividad enzimética. De esta manera, la
identificacion y seleccion de individuos resistentes en estadios tempranos de desarrollo
resultaria en una herramienta importante para reducir tiempos y costos en los programas de

mejoramiento que pretendan incorporar este caracter.

Trabajos recientes de nuestro grupo de investigacion abordaron la caracterizacion
inicial de tres lineas endocriadas de girasol con diferentes grados de resistencia mediante
en ensayos de germinacion en condiciones in vitro y no estériles (sistema de multimacetas
con perlita como soporte inerte) en presencia de herbicida. La germinacién en multimacetas
resultd menos laboriosa e igualmente eficiente para discriminar distintos grados de
resistencia (Vega et al., 2009). En el presente trabajo de tesis se realizé una caracterizacion
mas exhaustiva de la respuesta a imazapir en condiciones no estériles, extendiéndose el
estudio a seis genotipos y evaluando las plantulas en diferentes estadios. De manera
similar, el trabajo de Vega (2009) permiti6 poner a punto un protocolo de actividad
enzimatica AHAS in vivo, el cual fue utilizado en el presente trabajo para la caracterizacion

de la respuesta a imazapir de seis genotipos de girasol.
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El objetivo de este Capitulo fue caracterizar la resistencia a imidazolinonas en etapas
tempranas del desarrollo de plantulas de girasol, tanto a nivel fenotipico como de actividad
enzimatica in vivo; y desarrollar bioensayos que permitan identificar genotipos con diferentes
grados de resistencia.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron tres lineas endocriadas de girasol HA89, HA425 y 1058-1 y los tres
cruzamientos entre ellas. Para dichos cruzamientos se recurrid al uso de androesterilidad
génico-citoplasmatica, dado que se disponia de las lineas HA425 y HA89 en sus formas
citoplasmaticas androestéril (A) y normal (B).

Las lineas HA425 y HAB89 son lineas publicas americanas desarrolladas por el
Departamento de Agricultura de EEUU en cooperacion con la Estacion Experimental de
North Dakota (EEUU). La linea HA425 fue obtenida a partir de la cruza entre la linea HA89*3
y PUR H. annuus utilizando el método de pedigree para desarrollar semillas BC,Fg, con
imazamox 1X como agente selectivo. El material parental PUR H. annuus fue seleccionado
a partir de una poblacién silvestre de girasol resistente a imazetapir, encontrada en un lote
de Kansas (Estados Unidos) en el que habia sido utilizado dicho herbicida durante siete
afios consecutivos para el control del girasol silvestre en el cultivo de soja. La linea HA425
constituye un germoplasma homocigota resistente a imidazolinonas (Miller y Al-Khatib,
2002). La linea 1058-1 es material experimental obtenido por retrocuza entre HA425 y HA89
y seleccion con imazamox 2X. Esta linea presenta un comportamiento intermedio en
presencia del herbicida mientras que la linea HA89 es totalmente susceptible. Las lineas
HA425 y HA89 son lineas casi isogénicas (NILs) (Bruniard, 2001). En la Tabla I.I se detalla
el material vegetal utilizado, las abreviaturas empleadas, el genotipo para la resistencia y el

fenotipo observado a campo.

Tabla I.I. Material vegetal. Se utilizaron tres lineas endocriadas de girasol y los cruzamientos entre
ellas. Se muestra la abreviatura utilizada, el genotipo para la resistencia a imidazolinonas y el fenotipo
observado a campo segun descripto por Bruniard (2001).

Material vegetal Abreviatura Genotipo Fenotipo

Lineas endocriadas

HA425 R Imrlimrlimr2Ilmr2 resistente
1058-1 I Imrlimrlimr2imr2 intermedio
HA89 S imrlimrlimr2imr2 susceptible
Cruzamientos

HA425 x 1058-1 RxI Imrlimrlimr2imr2 resistente
HA425 x HA89 RxS Imrlimrlimr2imr2 intermedio
HA89 x 1058-1 Sxl Imrlimrlimr2imr2 intermedio
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Herbicidas

Se utiliz6 como inhibidor de AHAS un herbicida de la familia de las imidazolinonas
cuyo ingrediente activo es el imazapir (&cido 2-(4-isopropil-4-metil-5-ox0-2-imidazolin-2-il)

nicotinico). Como inhibidor de la KARI se utilizé el &cido 1,1-ciclopropilcarboxilico (CPCA).

HO O
o OH

=N OH
4
\_/ 5 imazapir o CPCA

N
H

Condiciones de crecimiento de plantulas

La germinacién y el desarrollo de plantulas fueron llevados a cabo en camara climatica
bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad)

e intensidad luminica (100 pmol m?s™).

Ensayo de germinacién en placa

Se emplearon placas de Petri de 10 cm de diametro preparadas con una base de
algodon y dos discos de papel de filtro. En cada placa se dispusieron 25 aquenios que
fueron regados con 50 ml de distintas concentraciones de imazapir: O (control) — 1 — 10 —
100 — 1000 — 10000 pM. La incubacion se realizdé durante cuatro dias en oscuridad y

condiciones controladas de temperatura (25 + 2 °C). Las variables evaluadas fueron:

» porcentaje de germinacién
» longitud de radicula (LR)

El disefio experimental fue completamente aleatorizado. Para cada combinacién de
genotipo y concentracion de herbicida se realizaron tres repeticiones. Cada repeticion

consistié en una placa con 25 aquenios (N = 2700).

Ensayo de germinacién en multimacetas de 8 dias

Se utilizaron geminadores tipo multimaceta, rellenos con perlita como soporte inerte.
En cada germinador, de 5,5 cm de alto y 4 cm de ancho, se sembraron dos aquenios a 1 cm

de profundidad. Treinta germinadores fueron colocados en bandejas de plastico y regados
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por capilaridad con solucién nutritiva. Estas bandejas se mantuvieron tapadas con polietileno
durante los primeros 4 dias de incubacién. La solucion nutritiva de riego fue formulada a
base de sales de Murashige y Skoog (1962) o MS al 25%, con el agregado de diferentes
concentraciones de imazapir: 0 (control) — 1,25 -2,5 -5 -7,5y 10 yM. Las bandejas fueron
rotadas diariamente para minimizar variaciones locales que pudieran ocurrir en la cdmara

climética.
Finalizado el periodo de incubacion de 8 dias se evaluaron las siguientes variables:
»longitud de hipocatilo (LH)
»longitud de raiz principal (LP)
»longitud de raiz principal que presenta raices laterales mayores a 5 mm (LP")
»longitud de raiz lateral méas larga (LL)
»peso fresco de la biomasa aérea (PFA)
»peso fresco de la biomasa radical (PFR)
»peso seco de la biomasa aérea (PSA)
»peso seco de la biomasa radical (PSR)

Las plantulas fueron seccionadas en partes aérea (hipocaétilo y cotiledones) y radical.
Los restos de perlita fueron cuidadosamente removidos de los tejidos vegetales. Las
medidas de longitud fueron obtenidas mediante el uso de un calibre digital (150 mm,
Digimess ®) y se esquematizan en la Figura 1.1. Para la determinacion del resto de las
variables se utilizé una balanza digital de precision (120 g, Scaltec ®) y se midio el peso de
10 plantulas. En cuanto al peso seco el material vegetal fue incubado en estufa a 70 °C

durante 4 dias. Finalmente, las variables de peso fueron expresadas por planta individual.

LP’
Figura 1.1. Variables de longitud medidas sobre plantulas
de 8 dias: longitud de hipocétilo (LH), de raiz principal
(LP), de longitud de raiz principal que presenta raices
laterales mayores a 5 mm (LP’) y longitud de raiz lateral
mas larga (LL).
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El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados. Para cada
combinacion de genotipo y concentracion de herbicida, se sembraron tres repeticiones de
diez aquenios cada una (N = 1080 plantulas).

Ensayo de germinacién en multimacetas de 15 dias

El bioensayo de germinacion en multimacetas anteriormente descripto fue realizado
para un periodo de incubacion de 15 dias (Figura 1.2). Se evaluaron las variables que ya

fueron mencionadas y los siguientes parametros de crecimiento foliar:
»longitud de hoja (LF)
»area foliar (AF)

Para la medida de area foliar se utiliz6 un integrador de area foliar o areameter (Li-
Cor®, LI-3000 C). El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados. Para
cada combinacion de genotipo y concentracion de herbicida, se sembraron tres repeticiones

de diez aquenios cada una (N = 1080 plantulas).

Figura 1.2. Sistema de multimacetas con perlita como soporte inerte y riego por capilaridad. Plantas
control de 15 dias de incubacion (estadio V2).
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Medicion in vivo de la actividad enzimatica AHAS

El ensayo in vivo de actividad AHAS se llevé a cabo segun fue descripto previamente
para girasol silvestre (White et al., 2002) con modificaciones (Gerwick et al., 1993; Vega,
2009). Se utilizaron plantas en estadio V2 (Schneiter y Miller, 1981) cultivadas en camara
climéatica (Figura 1.2). Para la obtencion de plantas se utilizé un sistema de germinadores de
tipo multimacetas (speedlings) rellenos con perlita como soporte inerte y regados por
capilaridad con una solucioén nutritiva consistente en la base salina MS (Murashige y Skoog,
1962) diluida al 25%.

Condiciones de absorcion del herbicida y acumulacion de los productos de la enzima

Las hojas del primer par fueron incubadas en placas de Petri de 5 cm sumergidas en 6
ml de solucion nutritiva de sales de MS 25%, 500 yuM CPCA, 0,025% Triton X-100 y O
(control) - 0,1 — 1 — 3,16 — 10 — 31,6 — 100 — 316 — 1000 uM imazapir. El control sin
agregado de imazapir se realiz6 para cada dosis, dado que control y dosis correspondian a
hojas opuestas provenientes de la misma planta. La incubacion se realizd bajo luz a 25 + 2
T durante 6 horas. Transcurrido el tiempo de incub acion, las hojas fueron pesadas y

conservadas en microtubos a -20 °C.

Determinacidn colorimétrica de los productos de la enzima

Para la determinacién de los productos de la enzima acumulados en las hojas, el
material vegetal fue molido con micro-pilén en nitrégeno liquido. El polvo obtenido a partir de
cada hoja fue homogeneizado en 6 ml de agua destilada por gramo de tejido. Los tubos
fueron agitados vigorosamente con vortex, incubados 15 min a 60 °C y luego 45 min a
temperatura ambiente, agitando con vértex cada 15 min. El homogeneizado resultante en
cada tubo fue centrifugado a 20.000 g por 10 min y se recupero el sobrenadante, el cual fue
centrifugado nuevamente bajo las mismas condiciones. Se tomé6 el sobrenadante y se lo
dividi6 en dos alicuotas de 350 ul cada una. Una de las alicuotas fue utilizada para la
descarboxilacién de los productos de la enzima, por lo que se le agregaron 35 ul de H,SO,4
5,5 N para dar el medio acido necesario. A la alicuota restante, considerada como control
negativo, se adicionaron 35 ul de NaOH 2 N. Ambas alicuotas fueron incubadas 15 min a 60
°C. A continuacion, los tubos fueron centrifugados a temperatura ambiente por 5 min a
20.000 g y se recuperaron 250 ul de sobrenadante que fueron utilizados para la reaccion de
Westerfeld (1945). Para esta reaccion, se adicionaron 250 ul de una solucion de creatina

(0,5%) y 250 pl de a-naftol (5 %) ambos preparados en NaOH 2,5 N justo antes de ser
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utilizados. Los tubos se incubaron a 60 °C por 15 min y una vez que alcanzaron temperatura
ambiente se midié absorbancia a 530 nm.

Los datos de absorbancia corregidos por el control negativo fueron utilizados para
obtener el porcentaje de actividad en presencia de imazapir respecto al control sin imazapir.
Esta relacion fue calculada para cada concentracion de herbicida y genotipo evaluado y los

porcentajes obtenidos se analizaron mediante la construccion de curvas dosis-respuesta.

Andlisis estadistico

El ajuste de curvas dosis-respuesta se realizd6 de acuerdo al modelo log-logistico de
cuatro parametros (Streibig et al., 1993; Seefeldt et al., 1995). La expresidbn matematica que

relaciona la respuesta (y) con la dosis (x) es la siguiente: d-c

y:(‘;+—b
1+(X)
e

donde:
Pardmetro Significado
b Pendiente de la curva en el punto de inflexion
c Limite inferior: respuesta a altas dosis de herbicida
d Limite superior: respuesta al tratamiento control
e Dosis de herbicida que reduce la variable respuesta al 50%

En el caso en que el parametro ¢ no difiriera significativamente de cero, los datos se
analizaron nuevamente, ajustando simultdneamente todas las curvas al modelo logistico de
tres parametros, que describe una curva sigmoidea simétrica respecto de su punto de
inflexién, con limite inferior igual a cero y donde b, d y e equivalen al modelo de cuatro
parametros. El pardmetro e adopta el nombre de |5, para actividad enzimética y GRs, para
variables que evallan crecimiento de las plantas.

Para el ajuste de curvas y la estimacién de pardmetros se utilizé el paquete drc (del
inglés dose-response curve) desarrollado por Ritz y Streibig (2005) dentro del programa
estadistico R (R Development Core Team, 2011). Para determinar si el modelo describia
adecuadamente la variacion de los datos, se llevo a cabo la prueba F de falta de ajuste (lack
of fit) que compara el modelo de regresion no lineal utilizado con uno que toma a cada dosis
como un tratamiento independiente. Un valor de probabilidad asociado a F no significativo
(p> 0,01) significa que el modelo de regresion no lineal provee una descripcion aceptable de

los datos (Ritz y Streibig, 2005). Con el objeto de analizar las diferencias entre las curvas
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obtenidas para cada uno de genotipos en estudio, se realizaron tests de similitud de
parametros utilizando la funcién compParm del paquete estadistico drc (Ritz y Streibig,
2005).

Para los ensayos en los que el andlisis de regresion no lineal no describia
adecuadamente los datos, los andlisis se realizaron a través de ANOVA (Andlisis de la
Variancia). Se efectuaron pruebas de normalidad y homogeneidad de variancias para todas
las variables. Para analizar la normalidad se realizaron pruebas de Shapiro-Wilk para las
variables y los residuales del modelo de ANOVA. La homogeneidad de variancias se evalud
a través de la prueba de Bartlett y de los gréficos de valores residuales versus valores
estimados o predichos. En caso de no cumplir con alguno de los supuestos del ANOVA, las
variables fueron transformadas por la funcién logaritmica o raiz cuadrada. Los valores
medios de las variables evaluadas para cada genotipo fueron comparados utilizando la
prueba de comparacién mdultiple de Tukey (Sokal y Rolhf, 1969). El andlisis estadistico de

los datos se realiz6 mediante el programa estadistico R (R Development Core Team, 2011).

-26 -



Capitulo 1: Resultados

RESULTADOS

Ensayo de germinacién en placa

Para cada uno de los genotipos evaluados no se encontraron diferencias significativas

en la germinacién de tratamiento control y las diferentes concentraciones de imazapir
(p>0,05), lo cual indica que la presencia del herbicida no afect6 la germinacion de los

aquenios (Figura 1.3).

Figura 1.3. (A) Aquenios germinados en el

ensayo en placa durante cuatro dias de (A)

incubacion en oscuridad. (B) Efecto del

herbicida imazapir sobre el porcentaje de
germinacion de aquenios de tres lineas de
girasol: HA425 de genotipo resistente (R),

1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de
genotipo  susceptible (S); y los tres
cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl).
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Los valores medios de longitud de radicula y la curva estimada de regresion no lineal
para cada genotipo se muestran en la Figura 1.4. El modelo log-logistico de tres parametros
permitié describir los datos adecuadamente (prueba F de falta de ajuste p>0,05). Para todos
los genotipos evaluados se observé una reduccion de crecimiento radicular al aumentar la
concentracion de imazapir. Se encontraron diferencias significativas entre el valor de GRsg
de la linea susceptible y los demas genotipos (p<0,05). Para concentraciones de imazapir de
10-100 uM, los aquenios susceptibles presentaron una longitud de radicula menor a 1 cm
mientras que el resto de los genotipos alargaron a casi 2 cm 0 mas. A su vez, pudo
observarse una disminucion en la presencia de pelos radicales por accién del herbicida
(Figura 1.5).

Figura 1.4. Curvas dosis-respuestas obtenidas por regresion log-logistica (modelo de tres
parametros) para la longitud de radicula (LR) evaluada sobre tres lineas de girasol: HA425 de
genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio () y HA89 de genotipo susceptible (S); y los
tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). La curva estimada para cada genotipo se muestra
junto con los valores medios de LR en funciéon de la concentracién del herbicida imazapir. GRsy:
concentracién de herbicida que reduce la variable respuesta en un 50%.
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Capitulo 1: Resultados

Figura 1.5. Detalle del crecimiento radicular de aquenios germinados en diferentes concentraciones
de imazapir (0 —control-, 10 yM y 10 mM) para las tres lineas de girasol evaluadas: (R) HA425 de
genotipo resistente, (I) 1058-1 de genotipo intermedio y (S) HA89 de genotipo susceptible.

control 10 pM imazapir 10 mM imazapir
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Ensayo de germinacién en multimacetas de 8 dias

Las plantulas de la linea susceptible obtenidas en presencia de imazapir se vieron
considerablemente afectadas tanto en su desarrollo aéreo como radical. Se observaron
raices principales no elongadas (< 1cm) y necrosadas en su extremo y ausencia de raices
secundarias. Para la linea de genotipo intermedio y todos los cruzamientos se observo una
disminucion en el crecimiento aéreo y radical. Por el contrario, la linea resistente no se vio

afectada por accion del herbicida atn en la mayor concentracion evaluada (Figura 1.6).

No fue posible realizar el andlisis de regresion no lineal dado que el modelo log-
logistico no describia a los datos de manera adecuada (pruebas F de falta de ajuste p<0,05).

Por lo tanto, se llevaron a cabo pruebas de ANOVA y de comparacién de medias.

En cuanto al crecimiento aéreo, para la linea susceptible y los cruzamientos de
genotipo intermedio se encontraron diferencias significativas entre el control y tratamiento
con herbicida para todas las variables, excepto para peso seco aéreo que no mostrd
diferencias significativas para ninguno de los genotipos evaluados (Figura 1.7). Las plantulas
de la linea resistente presentaron una longitud de hipocétilo mayor a 6 cm para la mayor
concentraciéon de imazapir (10 uM), mientras que el resto de los genotipos mostraron valores
de 4 cm 0 menos. La menor concentracion de herbicida evaluada permitio la discriminaciéon
de plantulas susceptibles, las mismas presentaron hipocétilos menores a 2 cm mientras que

el resto de los genotipos alargaron a mas de 3,5 cm.

Los variables de crecimiento radicular como porcentaje respecto al control se muestran
en la Figura 1.8. La linea resistente no se vio afectada significativamente por la accién del
herbicida, excepto para la variable longitud de raiz lateral més larga (Figura 1.8C) en la
concentracion 10 pM de imazapir. Las plantulas del hibrido resistente disminuyeron
significativamente su crecimiento radical para concentraciones de herbicida mayores a 5 yM
respecto a su control. La linea intermedia fue significativamente afectada por el herbicida a
partir de 1,25 o 5 yM de imazapir. Para los cruzamientos de genotipo intermedio y la linea
susceptible se encontraron diferencias significativas entre el control y los tratamientos de

herbicida para todas las variables de crecimiento radical evaluadas (Figura 1.8).
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Capitulo 1: Resultados

Figura 1.6. Plantulas de 8 dias obtenidas por germinacién en multimacetas. En cada foto, tratamiento
control a la izquierda y tratamiento con imazapir 10 yM a la derecha para los seis genotipos
estudiados: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S) y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS, Sxl). En cada foto la barra de escala
corresponde a 1 cm.
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Figura 1.7 . Efecto del herbicida imazapir sobre variables de crecimiento aéreo en plantulas de 8 dias:
(A) longitud de hipocétilo (LH) y (B) peso fresco aéreo (PFA) expresadas como porcentaje respecto al
control y evaluadas sobre tres lineas de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de
genotipo intermedio () y HA89 de genotipo susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (RxI,
RxS y Sxl). Los valores medios con la misma letra no difieren significativamente a nivel de p<0,05.
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Figura 1.7 (continuacién) (C) Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 8 dias sobre la variable
peso seco aéreo (PSA) expresadas como porcentaje respecto al control y evaluadas sobre tres lineas
de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (RxI, RxS y Sxl). Los valores medios con la misma
letra no difieren significativamente a nivel de p<0,05.
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Figura 1.8. Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 8 dias sobre variables de crecimiento
radical: (A) longitud de raiz principal (LP) y (B) longitud de la raiz principal que presenta raices
secundarias mayores a 5 mm (LP’), expresadas como porcentaje respecto al control y evaluadas
sobre tres lineas de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y
HA89 de genotipo susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Los valores
medios con la misma letra no difieren significativamente a nivel de p<0,05.
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Figura 1.8 (continuacién). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 8 dias sobre variables de
crecimiento radical: (C) longitud de la raiz secundaria mas larga (LL) y (D) peso fresco de biomasa
radical (PFR), expresadas como porcentaje respecto al control y evaluadas sobre tres lineas de
girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (RxI, RxS y SxI). Los valores medios con la misma
letra no difieren significativamente a nivel de p<0,05. Los valores de PFR para Rxl fueron
transformados por raiz cuadrada: los valores medios se muestran en base a los datos sin transformar
y las letras se refieren a las medias de los valores transformados.
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Figura 1.8 (continuacién). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 8 dias sobre la variable (E)
peso seco de biomasa radical (PSR) expresada como porcentaje respecto al control y evaluadas
sobre tres lineas de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (1) y
HA89 de genotipo susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Los valores
medios con la misma letra no difieren significativamente a nivel de p<0,05.
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Las principales diferencias entre los genotipos pudieron observarse a nivel del sistema
radical. Para la concentracion de 10 uM de imazapir, las plantulas de la linea resistente
presentaron una longitud de raiz principal mayor a 8 cm mientras que el resto de los
genotipos alargaron a 5 cm o menos. De manera similar, plantulas de la linea y el
cruzamiento resistentes se diferenciaron del resto en presencia de imazapir 5 yM (Figura
1.8A). La longitud de raiz lateral mas larga permitié discriminar plantulas de la linea
resistente, las mismas presentaron raices laterales mayores a 3 cm mientras que el resto de

los genotipos menores a 2 cm para la concentracion de 7,5 yM imazapir (Figura 1.8C).

Dado que la disminucion en el crecimiento de raices secundarias por accion del
herbicida fue mas pronunciada en las regiones mas préximas al apice, se decidié evaluar
este efecto mediante la variable de longitud de raiz principal con raices secundarias
mayores a 5 mm (LP") (Figura 1.8B). La concentracion de 2,5 yM imazapir permitié
discriminar distintos grados de resistencia: mayor a 4 cm para la linea resistente, 3 cm para
el cruzamiento resistente, 1,5 cm para la linea intermedia y menor a 1 cm para el resto de
los genotipos. Para la concentracion de imazapir 10 uM, esta variable mostré la mayor
diferencia entre las plantulas de linea resistente (LP’>3,5 cm) con el resto de los genotipos
(LP'<1 cm).

Ensayo de germinacién en multimacetas de 15 dias

Las plantas control obtenidas luego de 15 dias de la siembra alcanzaron el estadio V2
(Schneiter y Miller, 1981). Las plantas tratadas por 15 dias con herbicida (Figura 1.9) en
general se mostraron mas afectadas respecto a las tratadas durante 8 dias (Figura 1.6). La
linea susceptible detuvo su crecimiento en el estadio VE, no desarroll6 hojas ni raices
laterales para todas las concentraciones evaluadas. En general, las plantas de la linea
resistente disminuyeron su crecimiento con respecto al control para las concentraciones a
partir de 5 uM, mientras que el cruzamiento de genotipo resistente se vio afectado a partir de
2,5 uM de imazapir. Las plantulas de la linea intermedia y de los cruzamientos de genotipo
intermedio mostraron un pobre desarrollo aéreo y radicular en presencia del herbicida
(Figura 1.9).
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Figura 1.9. Plantulas de 15 dias obtenidas por germinacion en multimacetas. En cada foto,
tratamiento control a la izquierda y tratamiento con imazapir 10 yM a la derecha para los seis
genotipos estudiados: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (1) y HA89 de
genotipo susceptible (S) y los tres cruzamientos entre ellas (RxI, RxS, Sxl). En cada foto la barra de
escala corresponde a 1 cm.
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Los datos obtenidos en este ensayo pudieron ser ajustados por regresion no lineal a
curvas dosis-respuesta del tipo log-logistico (Figura 1.10 y 1.11). A partir de los resultados
de las pruebas F de falta de ajuste (lack-of-fit), pudo corroborarse que el modelo de tres
parametros describia a los datos de manera adecuada (p>0,05). Para cada una de las
variables evaluadas no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los genotipos

para los valores del parametro b (pendiente de la curva en el punto de inflexion).

Las curvas dosis-respuesta y los valores estimados de GRs, para las variables de
crecimiento aéreo se muestran en la Figura 1.10. En general, los genotipos intermedios (I,
RxS, Sxl) presentaron valores de GRs, menores a 5 yM de imazapir mientras que los
resistentes superaron los 10 uyM. Para el area foliar se encontraron valores menores de
GRsp, indicando que la expansiéon del primer par de hojas verdaderas es el pardmetro de

crecimiento aéreo mas sensible.

La inhibicién del crecimiento del primer par de hojas por accion del herbicida permitio
discriminar entre genotipos con distintos grados de resistencia. Se encontraron diferencias
significativas para los valores de GRs, que difieren en el locus Imrl que controla la
resistencia. También se observaron diferencias entre genotipos que soélo difieren a nivel del
segundo locus Imr2. Sin embargo, no fue posible distinguir entre la linea resistente

(Imrlimrlimr2imr2) y el cruzamiento resistente (Imrllmrlimr2imr2) (Tabla L.1I).

Los valores de GRs, para las variables de crecimiento de raices (Figura 1.11) fueron
similares a los de crecimiento aéreo (Figura 1.10). Al igual que en el ensayo de 8 dias, el
sistema radical se vio afectado principalmente en cuanto al desarrollo y crecimiento de
raices secundarias. La variable longitud de raiz lateral mas larga mostré los menores valores
de GRs (Figura 1.11).

De la comparacion de los valores estimados de GRs, para las variables de crecimiento
radical se desprende que aquellos genotipos que difieren a nivel del primer locus
involucrado en la resistencia a imidazolinonas (Imrl) presentaron diferencias significativas,
independientemente de la constitucibn genética del segundo locus (Imr2). También se
encontraron diferencias significativas entre genotipos que difieren para los dos loci y para
aquellos que difieren a nivel del segundo locus pero con la misma constitucion genética a
nivel del primero. La variable LP’ resulté la mas informativa dado que permitié la distincion

entre un mayor nimero de genotipos (Tabla 1.111).
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Figura 1.10. Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre variables de crecimiento
aéreo: (A) peso fresco (PFA) y (B) peso seco de biomasa aérea (PSA) evaluadas sobre tres lineas de
girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se
muestran con los valores promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de
GRs, (concentracion de herbicida que reduce la respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea
susceptible no presenté hojas en presencia del herbicida por lo que no fue considerada en el analisis
de estas variables.
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Figura 1.10 (continuacion). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre variables de
crecimiento aéreo: (C) longitud de hipocétilo (LH) y (D) longitud de hoja (LF) evaluadas sobre tres
lineas de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de
genotipo susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (RxI, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se
muestran con los valores promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de
GRs, (concentracion de herbicida que reduce la respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea
susceptible no presenté hojas en presencia del herbicida por lo que no fue considerada en el analisis
excepto para la variable LH.
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Figura 1.10 (continuacion). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre la variable de
crecimiento aéreo area foliar (E) evaluada sobre tres lineas de girasol: HA425 de genotipo resistente
(R), 1058-1 de genotipo intermedio () y HA89 de genotipo susceptible (S); y los tres cruzamientos
entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se muestran con los valores promedio para cada
concentracion de imazapir y los valores estimados de GRs, (concentracion de herbicida que reduce la
respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea susceptible no presentd hojas en presencia del
herbicida por lo que no fue considerada en el andlisis.
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Tabla I.Il. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del parametro GRs, (concentracion de
herbicida que reduce la respuesta en un 50%) de las curvas estimadas para las variables de
crecimiento aéreo en plantulas de 15 dias: longitud de hipocétilo (LH), longitud de hoja (LF), area
foliar (AF) peso fresco (PFA) y seco de biomasa aérea (PSA) en funcién de la concentracion del
herbicida imazapir. Las curvas fueron estimadas por medio del modelo log-logistico de tres
parametros para las tres lineas endocriadas bajo estudio: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1
de genotipo intermedio (1) y HA89 de genotipo susceptible (S) y los cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS
y Sxl). La linea susceptible no desarroll6 hojas en presencia del herbicida por lo que sélo fue
considerada en la variable LH. (A) Comparacion entre genotipos que difieren para el primer locus
Imrl (B) Comparacion entre genotipos que difieren para el locus Imr2 (C) Comparacion entre
genotipos que difieren para los dos loci involucrados en la resistencia a imidazolinonas.

(A)
Comparacio locus Imrl locus Imr2 1 LF AF PFA PSA
n
RxIl — RxS Imrlimrl vs Imrlimrl Imr2imr2  p<0,05 p<0,01 p<0,05 p<0,05 ns
| — Sxl Imrlimrl vs Imrlimrl imr2imr2  ns p<0,01 p<0,05 ns ns
I-S Imrlimrl vs imrlimrl imr2imr2 p<0,01 -- - -- --
(B)
Comparacio locus Imrl locus Imr2 LH LF AF PFA PSA
n
R —RxI Imrlimrl Imr2lmr2 vs Imr2imr2 ns ns ns ns ns
Rxl — 1| Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns ns p<0,05 ns ns
R-1 Imrlimrl Imr2lmr2 vs imr2imr2 ns p<0,05 p<0,05 ns ns
RxS — SxI Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns ns ns ns ns
(©)
Comparacion Genotipos LH LF AF PFA PSA
R-S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimrlimr2imr2 ~ p<0,01 -- - - -
RxI — SxI Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2  p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 ns
R - RxS Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2  p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,05 ns
R — SxI Imrlimlimr2lmr2 vs Imrlimrlimr2imr2  p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05 ns
| - RxS Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2  ns p<0,01 p<0,05 ns ns
Rxl - S Imrlim1limr2imr2 vs imrlimlimr2imr2 p<0,01 -- - -- -
RxS - S Imrlimllmr2imr2 vs imrlimrlimr2imr2 ~ p<0,01 -- -- - --
Sxl—-S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimrlimr2imr2  p<0,01 -- - -- -
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Figura 1.11. Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre variables de crecimiento
radical: (A) peso fresco (PFR) y (B) peso seco de biomasa radical (PSR) evaluadas sobre tres lineas
de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se
muestran con los valores promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de
GRs, (concentracion de herbicida que reduce la respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea
susceptible no desarrollé sistema radicular en presencia del herbicida por lo que no fue considerada

en el andlisis.
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Figura 1.11 (continuacion). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre variables de
crecimiento radical: (C) longitud de raiz principal (LP) y (D) longitud de la raiz principal que presenta
raices secundarias mayores a 5 mm (LP’) evaluadas sobre tres lineas de girasol: HA425 de genotipo
resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo susceptible (S); y los tres
cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se muestran con los valores
promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de GRsq (concentracién de
herbicida que reduce la respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea susceptible no desarroll6
sistema radicular en presencia del herbicida por lo que no fue considerada en el analisis.
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Figura 1.11 (continuacion). Efecto del herbicida imazapir en plantulas de 15 dias sobre la variable de
crecimiento radical (E) longitud de la raiz secundaria mas larga (LL) evaluadas sobre tres lineas de
girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se
muestran con los valores promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de
GRs, (concentracion de herbicida que reduce la respuesta en un 50%) para cada genotipo. La linea
susceptible no desarrollé sistema radicular en presencia del herbicida por lo que no fue considerada
en el analisis.

(B)
—u— R (GR50: 4 + 0,6 HM)
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Tabla LIlIl. Valores de probabilidad asociados a la comparacion del parametro GRs, (valor de la
variable independiente que reduce la respuesta en un 50%) de las curvas de variables de crecimiento
radical en plantulas de 15 dias: longitud de raiz principal (LP), longitud de la raiz principal que
presenta raices secundarias mayores a 5 mm (LP’), longitud de la raiz secundaria mas larga (LL),
peso fresco (PFR) y peso seco de biomasa radical (PSR) en funcién de la concentracion del herbicida
imazapir. Las curvas fueron estimadas por medio del modelo log-logistico de tres parametros para las
tres lineas endocriadas bajo estudio: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo
intermedio (I) y HA89 de genotipo susceptible (S) y los cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). La
linea susceptible no desarrollé sistema radicular en presencia del herbicida por lo que no fue
considerada. (A) Comparacién entre genotipos que difieren para el primer locus Imrl. (B)
Comparacién entre genotipos que difieren para el locus Imr2. (C) Comparacioén entre genotipos que
difieren para los dos loci involucrados en la resistencia a imidazolinonas.

(A)
Comparacion locus Imrl locus Imr2 LP LP LRL PFR PSR
Rxl — RxS Imriimrivs Imrlimrl — ypr2impe P<0:01 p<0,01 p<0,01  p<0,01 p<0,01
| — SxI Imrlimrl vs Imrlimrl imr2imr2 ns ns p<0,01 p<0,01 ns
(B)
Comparacion  locus Imrl locus Imr2 LP LP’ LRL PFR PSR
R —Rx Imrlimrl Imr2imr2 vs Imr2imr2 ns  p<005 ns ns ns
RxI —1 Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns p<0,01 ns ns ns
R-1 Imrlimrl Imr2lmr2 vs imr2imr2 ns p<0,01 ns ns ns
RxS — Sxl Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns ns ns ns ns
©)
Comparacion Genotipos LP LP’ LRL PFR PSR
Rxl — SxI Imrlimrllimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,05 ns
R — RxS Imrlimrlimr2lmr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 ns
R — Sxl Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 ns
| - RxS Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 ns p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
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Actividad enzimatica AHAS in vivo

Los valores de actividad enzimatica, expresados como porcentaje respecto al control
sin herbicida, pudieron ser ajustados por regresion no lineal a curvas dosis-respuesta del
tipo log-logistico con un valor fijo de 100% para el limite superior (Figura 1.12). A partir de
los resultados de las pruebas F de falta de ajuste (lack-of-fit), pudo corroborarse que este

modelo de tres parametros describia a los datos de manera adecuada (p>0,05).

Figura 1.12 . Efecto del herbicida imazapir sobre la actividad AHAS in vivo evaluadas sobre tres lineas
de girasol: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S); y los tres cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). Las curvas estimadas se
muestran con los valores promedio para cada concentracion de imazapir y los valores estimados de
Iso (concentracion de herbicida que inhibe la actividad enzimatica en un 50%) para cada genotipo.

" —m— R (Is =89 %4 pM)
—m— | (lsp= 67 + 13 pM)
é =] \-\ RxI (|50 =96 15 IJM)
£ RXS (Iso = 17 + 3 pM)
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La comparacion del parametro ls, de las curvas estimadas para las lineas permitio
encontrar diferencias significativas entre la linea de genotipo susceptible y las lineas
restantes. Las lineas de genotipo resistente e intermedio no pudieron ser discriminadas
entre si mediante esta comparacion. Con respecto a los cruzamientos, se encontraron
diferencias significativas entre el genotipo Rxl y los genotipos RxS y Sxl. En general, pudo
observarse que aquellos genotipos que difieren a nivel del primer locus involucrado en la
resistencia a imidazolinonas (Imrl) presentaron diferencias significativas a nivel del
parametro lsq, independientemente de la constitucién genética del segundo locus (Imr2).
Para los genotipos comparados en este experimento que difieren a nivel del segundo locus
pero con la misma constitucion genética a nivel del primero no se observaron diferencias
significativas. Con respecto al parametro b, se encontraron diferencias significativas en
todas aquellas comparaciones que incluyen la linea susceptible y entre el cruzamiento

resistente y la linea intermedia (Tabla 1.1V).
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Tabla I.IV. Valores de probabilidad asociados a la comparacién de los parametros ls, (concentracion
de herbicida que reduce la respuesta en un 50%) y b (pendiente de la curva en el punto de inflexién)
de las curvas de actividad enzimatica AHAS in vivo en funcion de la concentracion del herbicida
imazapir estimadas por medio del modelo log-logistico de tres parametros para las tres lineas
endocriadas HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo
susceptible (S) y los cruzamientos entre ellas (Rxl, RxS y Sxl). (A) Comparacion entre genotipos que
difieren para el primer locus Imrl. (B) Comparacion entre genotipos que difieren para el locus Imr2.
(C) Comparacion entre genotipos que difieren para los dos loci involucrados en la resistencia a
imidazolinonas.

(A)
Comparacion locus Imry locus Imr», Iso b
Rxl - RxS Imriimri vs Imrlimrl Imr2imr2 p<0,001 ns
| — SxI Imrlimrl vs Imrlimrl imr2imr2 p<0,005 ns
I-S Imrlimrl vs imrlimrl imr2imr2 p<0,001 p<0,001
(B)
Comparacion locus Imry locus Imr», Iso b
R —Rx| Imriimrl Imr2imr2 vs Imr2imr2 ns ns
RxI —1 Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns p<0,01
R—1 Imrlimrl Imr2lmr2 vs imr2imr2 ns ns
RxS — Sxl Imrlimrl Imr2imr2 vs imr2imr2 ns ns
(©)
Comparacion Genotipos Iso b
R-S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimrimr2imr2 p<0,001  p<0,001
RxI — SxI Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,001 ns
R — RxS Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,005 ns
R — Sxl Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,001 ns
I — RxS Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2 p<0,05 ns
Rxl - S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimlimr2imr2 p<0,001 p<0,005
SxI—-S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimrlimr2imr2 p<0,01 p<0,001
RxS - S Imrlimrlimr2imr2 vs imrlimrlimr2imr2 p<0,001 p<0,001
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DISCUSION

La evaluacion de la resistencia a imidazolinonas en estadios tempranos del desarrollo
de plantulas permitié distinguir genotipos de girasol cultivado con diferentes grados de
resistencia. La exposicion al agente selectivo pudo efectuarse a partir de la etapa de
germinacion. De la comparacion de los valores de GRs, en el ensayo de germinacion en
placa se desprende que la linea susceptible puede discriminarse del resto de los genotipos.
De esta manera, a los 4 dias desde la siembra se puede seleccionar el material susceptible
por observacion visual de la elongacién de la radicula utilizando la concentracion de
imazapir 100 yM. Los aquenios susceptibles presentaron una longitud de radicula menor a 1
cm mientras que el resto de los genotipos alargaron 2 cm o mas. Los aquenios germinados
en dichas condiciones pudieron ser transferidos a macetas para continuar su crecimiento y

desarrollo.

Los ensayos germinativos son ampliamente utilizados para detectar niveles de
resistencia o tolerancia a diferentes herbicidas, ya sea en malezas o cultivos. También para
la seleccidn inicial de lineas obtenidas por tratamientos mutagénicos o transgénesis (Sandin
Espafa et al., 2011). En el caso de inhibidores de AHAS, los ensayos de germinacion han
permitido evaluar resistencia en numerosas especies (Cirujeda et al., 2001; Carvalho et al.,
2004; Blair et al., 2006; Kuk et al., 2008). Para la maleza Lolium rigidum se han
implementado con éxito diferentes pruebas en placas utilizando papel de filtro o agar como
soporte. La elongaciéon de los coleoptilos o de la primera hoja luego de un periodo de
incubacién de pocos dias permitié distinguir biotipos resistentes y susceptibles (Heap y
Knight, 1986; Burnet et al., 1994). Por su parte, ensayos de tolerancia a imazetapir en arroz
demostraron que la longitud de la radicula resulté mas sensible que la longitud de parte
aérea (Kuk et al., 2008). Las técnicas de germinacion en placa también se han utilizado con
éxito para evaluar residuos de herbicidas en suelo, de esta manera la inhibicion de la
longitud de la radicula en maiz a las 48 hs desde la siembra permitié detectar la presencia
de inhibidores de AHAS (Sunderland et al., 1991).

Los denominados “bioensayos sin suelo” en los que se utilizan macetas con soportes
inertes o sistemas hidropénicos permiten detectar distintos grados de resistencia a
herbicidas y fueron exitosamente utilizados en la evaluacion de la respuesta de diferentes
especies vegetales, en la caracterizacion de germoplasma y en esquemas de seleccion
(Sixto et al., 1995; Jettner et al., 1999; Villaroya et al., 2000; Santin Montanya et al., 2006).
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El sistema de multimacetas con perlita como soporte inerte puesto a punto por nuestro
grupo de investigacion (Vega et al., 2009) y utilizado en el presente trabajo permitio la
caracterizacion de la respuesta a diferentes concentraciones de imazapir en seis genotipos
de girasol que difieren en el grado de resistencia a imidazolinonas. Los parametros
relacionados tanto con el crecimiento de biomasa aérea como radical en plantulas de 8 dias
resultaron Utiles para la evaluacion del efecto del herbicida. En este estadio, el efecto fue
mas pronunciado sobre el sistema radical de las plantulas. La inspeccion visual de las raices
tratadas con herbicida permitiria discriminar distintos grados de resistencia. Por su parte, las
plantulas susceptibles serian rapidamente distinguidas, dado que mostraron raices
principales menores a 1cm y ausencia de raices secundarias en presencia del herbicida.
Para discriminar las plantulas de la linea resistente la variable mas informativa fue la
longitud de raiz principal con raices secundarias mayores a 5 mm en presencia de imazapir
10 uM. Por lo tanto, este genotipo homocigota para los dos loci que controlan la resistencia
a imidazolinonas (Imrllmrl Imr2lmr2) pudo ser discriminado por la presencia de raices
secundarias (mayores a 5 mm) a lo largo de mas de 3 cm sobre la raiz principal; mientras

que el resto de los genotipos present6 valores menores a 1 cm para esta variable.

La evaluacion del crecimiento de raices de girasol ha sido caracterizada como un
parametro sensible para evaluar la respuesta a herbicidas (Gunther et al., 1993; Kotoula-
Syka et al., 1993; Herndndez Sevillano et al., 2001; Alonso Prados et al., 2002). Dentro las
variables que evalluan el crecimiento radical, se ha demostrado en diversos bioensayos que
la longitud de raices resulta mas sensible y adecuada para describir el grado de resistencia
a herbicidas o medir los residuos de inhibidores de AHAS en suelo (Landi et al., 1989; Stork
y Hannah, 1996; Hernandez Sevillano et al., 2001). La disminucién en el crecimiento de
raices laterales por accion de estos herbicidas ha sido reportada para girasol y otras
especies (Beckie y McKercher, 1989; Herndndez Sevillano et al., 2001; Alonso Prados et al.,
2002; Hammamura et al., 2003; Santin Montanya et al., 2006; Zhou et al., 2009). Sin
embargo, son escasos los trabajos que cuantifican este efecto sobre la morfologia del
sistema radical (Beckie y McKercher, 1989; Zhou et al., 2009).

Se ha demostrado que los herbicidas de la familia de las imidazolinonas causan dafios
en la estructura celular de las raices en una primera instancia y posteriormente producen
sintomas fitotdxicos como clorosis y reduccion en el crecimiento de la planta (Zhou et al.,
2009). Plantulas de diversas especies expuestas a la accion de herbicidas inhibidores de
AHAS mostraron cambios en la ultraestructura de las células radiculares, principalmente a

nivel de la caliptra (Fayez y Kristen 1996; Flaburiari y Kristen 1996; Holmes et al., 2006;
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Zhou et al., 2009) y una disminucion en la tasa mitética de las raices en presencia de estos
herbicidas (Rost y Reynolds, 1985; Yim y Bayer, 1996; Spackman y Cobb, 1999).

Las variables de crecimiento aéreo demostraron ser menos informativas en lo que
respecta al efecto de herbicidas inhibidores de AHAS (Gunther et al., 1993; Yim y Bayer,
1996; Blancaver et al., 2001; Alonso Prados et al., 2002; Santin Montanya et al., 2006; Kuk
et al., 2008). En el presente trabajo, la evaluacion visual del crecimiento aéreo a los 8 dias
permitiria discriminar sélo los genotipos susceptibles y los resistentes utilizando distintas
concentraciones de herbicida. El tratamiento con imazapir 1,25 uM resulté atil para
discriminar el material susceptible por seleccidbn de aquellas plantulas con hipocotilos
menores a 2 cm, mientras que para la concentracion de 10 uM las plantulas resistentes
fueron distinguidas del resto por presentar una longitud de hipocétilo mayor a 6 cm. Cabe
destacar que la elongacion del hipocotilo es altamente dependiente de las condiciones de
luz y temperatura por lo que pequeiias fluctuaciones en la camara climética podrian arrojar

resultados confusos.

Los resultados de la evaluacion del ensayo de germinacion en multimacetas de 15 dias
fueron similares al ensayo de 8 dias en cuanto al crecimiento del sistema radical. Las
variables mas informativas fueron las relacionadas al crecimiento de raices secundarias,
principalmente la longitud de raiz principal con raices secundarias mayores a 5 mm. En
cuanto al crecimiento aéreo, la expansion del primer par de hojas verdaderas resultaria util
para discriminar los genotipos intermedios de los resistentes. Sin embargo, no seria viable
discriminar entre genotipos resistentes que difieran a nivel del segundo locus

(Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2).

Considerando las diferencias entre las respuestas a nivel aéreo y radical obtenidas
para los ensayos en multimacetas del presente trabajo, puede considerarse que el locus
Imr2 presenta una accion génica dominante a nivel aéreo y un comportamiento
semidominante a nivel radical. Estas diferencias pueden estar relacionadas con una
expresion tejido especifica de la accidn de Imr2. Otra explicacion puede corresponderse con
el hecho de que el crecimiento radical es mas rapido en comparacion con el de la parte
aérea en girasol (Aguirrezdbal et al., 2001) por lo que los efectos de Imr2 pueden evaluarse
en raices de manera anticipada. Dado que no se observaron diferencias entre los
cruzamientos de respuesta intermedia (Imrlimrlimr2imr2 vs Imrlimrlimr2imr2) puede
inferirse que la accién modificadora de Imr2 podria sélo ser detectable en presencia de

homaocigosis para Imrl, al menos en los estadios de crecimiento evaluados (VE y V2).

-B3 -



Capitulo 1: Discusion

El efecto del herbicida imazapir sobre la actividad AHAS en distintos genotipos de
girasol pudo cuantificarse utilizando el ensayo in vivo previamente reportado para imazetapir
(Vega, 2009). Los resultados obtenidos fueron muy similares para ambos ingredientes
activos, excepto para la linea susceptible. Los valores estimados de |5, para este genotipo
fueron de 5 y 1 uM para imazapir e imazetapir, respectivamente. Esta diferencia ha sido
previamente reportada y se considera que el imazetapir es un inhibidor méas fuerte que el
imazapir (Stidham y Singh, 1991). Estructuralmente, estos herbicidas sélo difieren en cuanto
a la presencia de un grupo funcional etilo (-CH,CHs) en el anillo piridinico. La presencia de
este grupo no modifica la interacciéon con la AHAS sino que produce un metabolismo
diferencial de estos compuestos que explica la diferencia de su actividad como herbicidas
(Shaner y Mallipudi, 1991; Tan et al., 2005). Los resultados encontrados por nuestro grupo
de trabajo confirman la ventaja de la metodologia in vivo al detectar diferencias no solo entre
genotipos que difieren en el grado de resistencia sino también entre ingredientes activos,

aun para diferencias relacionadas con el metabolismo del herbicida.

Los ensayos in vivo de AHAS obtenidos en el presente trabajo mostraron valores de Isq
similares a los encontrados para girasol silvestre. White et al. (2002) estudiaron un biotipo
resistente de girasol silvestre encontrado en Howard (Dakota del Sur, Estados Unidos) y
encontraron un valor de Isp de 200 yM de imazetapir (39 veces mayor que el del biotipo
susceptible). Para la linea resistente utilizada en el presente trabajo se encontr6é un ls, de
aproximadamente 100 yM de imazapir, siendo éste 18 veces mayor que el de la linea
susceptible. Vrbni¢anin et al. (2008) evaluaron un hibrido de girasol resistente a imazetapir

gue mostré una actividad AHAS in vivo 210 veces mayor que el hibrido sensible.

Los ensayos de actividad in vitro también fueron utilizados para determinar el grado de
resistencia a inhibidores de AHAS. Al-Khatib et al. (1998) determinaron en el biotipo de
girasol silvestre resistente a imidazolinonas encontrado en Kansas que el Isg se hallaba en el
orden de los nanomolar (nM) de imazetapir siendo 210 veces mayor con respecto a los
biotipos susceptibles. Se encontraron valores similares para este mismo biotipo en
presencia de imazamox (Baumgartner et al., 1999). Para un hibrido de girasol resistente el
valor estimado de I, para imazamox fue 51 pM, 2500 veces mayor que para el hibrido
susceptible (Bozic et al., 2012). Si bien los resultados obtenidos en los ensayos in vivo son
consistentes con los obtenidos in vitro, el grado de resistencia detectado no es el mismo
para los dos métodos. En los experimentos in vitro se utiliza un extracto de la enzima aislada
y diferentes concentraciones de herbicida, siendo la actividad enzimatica independiente de

los mecanismos de absorcion y transporte del herbicida que ocurren en la hoja. Debido a

-54 -



Capitulo 1: Discusion

ello, los niveles de resistencia observados in vitro son mayores a los encontrados mediante

el ensayo in vivo (Simpson et al., 1995).

La actividad AHAS cuantificada mediante la metodologia in vivo ha permitido
discriminar genotipos con diferentes grados de resistencia. En el presente trabajo, se
encontraron diferencias entre los genotipos que difieren para Imrl. De manera similar, en el
caso de trigo (Rainbolt et al., 2005) y maiz (Currie et al.,, 1995) este ensayo permitid
discriminar entre genotipos homocigotos y heterocigotos para el locus que controla la

resistencia a imidazolinonas.

Es interesante destacar que en los ensayos mencionados anteriormente donde se
comparan genotipos con diferentes grados de resistencia, la respuesta enzimética de
genotipos heterocigotos no es un intermedio entre los correspondientes homaocigotos (Currie
et al., 1995; Rainbolt et al., 2005). Los resultados obtenidos para los genotipos que difieren a
nivel de Imrl (con igual constitucion de Imr2) este trabajo muestran una tendencia similar.
Los valores estimados de I, fueron de 96 y 17 yM para los cruzamientos de genotipos
Imrlimrlimr2imr2 e Imrlimrlimr2imr2, respectivamente (Figura 1.12). Segun lo sugerido por
Currie et al. (1995), estas diferencias se deben a la presencia de otras isoformas
susceptibles codificadas por genes adicionales. Otros autores agregan complejidad al
andlisis y ademas del efecto de dilucion por isoformas susceptibles proponen la formacién
de heterocomplejos. Los heterocomplejos se definen como aquellas enzimas que se
componen de una mezcla de subunidades susceptibles y resistentes. EI comportamiento
susceptible de los heterocomplejos explicarian la disminucion de actividad en los

heterocigotos (Endo et al., 2007; Iwakami et al., 2012).

A modo de resumen, se comparan en el siguiente cuadro las caracteristicas de los
ensayos utilizados para caracterizar la respuesta a imidazolinonas en girasol y los

resultados obtenidos:
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Seleccion .
. : - : . Entrenamiento
Bioensayo Estadio Duracion entre Equipamiento d
X el operador
genotipos
Germinacion VE 4 dias susceptible se camara muy sencillo,
en placa selecciona del climatica, inspeccion
resto material para visual de
preparacion de radiculas
soluciones
Germinacion VE-V2 8-15dias  genotipos que idem anterior sencillo,
en difieren para inspeccion
multimacetas Imrly para visual del
Imrly Imr2 en sistema radical
el caso de
homocigosis
de Imrl
Actividad V2 >16 dias  genotipos que  idem anterior + intermedia,
AHAS in vivo difieren para centrifuga, manejo de
Imrl espectrofotbme- equipamiento de
tro laboratorio

La germinacién en placa es la técnica mas rapida y sencilla pero presenta la
desventaja de discriminar solo los materiales susceptibles. El ensayo en multimacetas (de 8
0 15 dias) resultaria de mayor utilidad dado que permite discriminar entre genotipos
resistentes homocigotos para dos loci involucrados en la resistencia (Imrlimrlimr2imr2) de
los resistentes heterocigotos para Imr2, y a su vez distinguir los genotipos de respuesta
intermedia y susceptible. Este ensayo requiere la habilidad visual del operador para detectar
diferencias en el sistema radical. Por su parte, la metodologia de actividad in vivo requiere
equipamiento especial de laboratorio y entrenamiento del operador en su uso. Las ventajas
principales de la actividad AHAS in vivo es que permite distinguir entre homocigotos y
heterocigotos que difieren a nivel del primer locus, Imrl, tiene un control interno en la misma
planta y permite detectar diferencias en cuanto al metabolismo de distintos ingredientes

activos.

Cabe destacar que los bioensayos desarrollados en el presente trabajo se podrian
extender para conocer la respuesta a otros ingredientes activos de la familia de las
imidazolinonas u otra familia quimica de inhibidores de AHAS, para establecer patrones de
resistencia cruzada o en la evaluacion de residuos en suelo. A su vez, la implementacion de
los mismos en los programas de mejoramiento, como se menciond anteriormente, permitiria

ahorrar gran cantidad de tiempo y recursos.
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CONCLUSIONES

» La resistencia a imidazolinonas en girasol pudo ser verificada en plantulas

obtenidas a partir de la germinacién de aquenios en presencia de herbicida.

» El genotipo susceptible pudo discriminarse del resto de los genotipos a los 4 dias

desde la siembra a través de un test germinativo en placa.

» El crecimiento del sistema radical en plantulas de 8 y 15 dias manifesté una
relacién con la constitucién genética a nivel de los dos loci Imrl e Imr2 que controlan la

resistencia a imidazolinonas en girasol cultivado.

» La cuantificacién de la actividad AHAS in vivo en hojas jovenes permitio distinguir

genotipos que difieren a nivel del locus Imrl.
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CAPITULO 2:

Analisis transcriptomico y bioquimico de la expresi on de genes ahas

INTRODUCCION

En girasol, tres genes que codifican para la subunidad catalitica de AHAS fueron
identificados y denominados ahasl, ahas2 y ahas3 (Kolkman et al., 2004). Mdltiples genes
ahas han sido caracterizados en otras especies: dos en tabaco (Nicotiana tabacum, Lee et
al., 1988), dos en maiz (Zea mays, Fang et al., 1992), tres en trigo (Pozniak et al., 2004),
cinco en colza (Brassica napus, Rutledge et al.,, 1991), seis en algodén (Gossypium

hirsutum; Grula et al., 1995), entre otros.

Los genes ahasl, ahas2 y ahas3 de girasol fueron mapeados en los grupos de
ligamiento 9, 6 y 2, respectivamente. A partir del andlisis de secuencias de ahasl en 23
lineas endocriadas, se identificaron 48 SNPs (polimorfismos de nucleétido unico, del inglés
single nucleotide polymorphism) y una repeticion [ACC],. Los alelos encontrados para ahasl
fueron agrupados en 5 haplotipos. Por el contrario, no se encontraron polimorfismos de ADN
en las secuencias de ahas2 de las lineas. Un segundo haplotipo de ahas2 pudo ser
encontrado a partir de secuencias de girasol silvestre. De manera similar, los polimorfismos
de ADN fueron escasos para los alelos de ahas3 encontrdndose dos haplotipos en las lineas
de girasol cultivado (Kolkman et al., 2004). Un trabajo posterior amplia el conocimiento
sobre la diversidad génica para la familia AHAS en girasol incluyendo 15 lineas
domesticadas y 12 accesiones silvestres. La frecuencia de SNPs fue mayor para las
accesiones silvestres. La mayor diversidad génica fue encontrada para ahasl, para el cual
se encontraron 19 haplotipos. Seis y 16 haplotipos fueron encontrados para ahas2 y ahas3,
respectivamente. Para ahas2 se encontrd la menor diversidad nucleotidica (Hawley, 2005).
El grupo de ligamiento 6, donde se encuentra ahas2, ha sido caracterizado previamente por

bajo polimorfismo (Burke et al., 2005).

Los patrones de expresion de las familias génicas ahas varian dependiendo de la
complejidad de cada familia. En Arabidopsis, un Unico gen es constitutivamente expresado
(Mazur et al., 1987). Por otro lado, en algodén se encontraron seis genes de los cuales
cuatro son constitutivos y al menos dos son de expresion tejido-especifica (Grula et al.,
1995). En plantas en desarrollo al menos un gen ahas debe ser constitutivamente

expresado.
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La informacion disponible en la bibliografia sobre la organizacién y/o expresion de

genes ahas en diferentes especies vegetales fue compilada en la siguiente tabla:

(0]
Especie NP Patron de expresion Referencias
genes
Arabidopsis 1 anico gen constitutivo Mazur et al. (1987)
thaliana
Cichorium intybus 1 anico gen constitutivo Degrande et al. (2000)
Hordeum vulgare 1 anico gen constitutivo Lee et al. (2011)
Zea mays 2 no estudiado, se infiere1 ~ Newhouse et al. (1991a,b)
de mayor expresion Fang et al. (1992)
Nicotiana tabacum 2 2 genes constitutivos, 1 Lee et al. (1988)
de mayor expresion Keeler et al. (1993)
Daucus carota 2 no estudiado Caretto et al. (1994)
Lindernia spp. 2 no estudiado Uchino y Watanabe (2002)
Camelina 2 no estudiado Hanson et al. (2004)
microcarpa
Schoenoplectus 2 de igual expresion Uchino et al. (2007)
juncoides
Sinapis arvensis 2 no estudiado Christoffers et al. (2006)
Salsola tragus 2 no estudiado Warwick et al. (2010)
Anthemis cotula 2 no estudiado Intanon et al. (2011)
Echinochloa 2 2 genes constitutivos, 1 Iwakami et al. (2012)
phyllopogon de mayor expresion
Glycine max 3 no estudiado Mazur y Falco (1989)
Simpson y Stoller (1996)
Triticum aestivum 3 todas se expresan, Pozniak y Hucl (2004)
patron no estudiado Pozniak et al. (2004)
Helianthus annuus 3 1 de mayor expresion Kolkman et al. (2004)
Hawley (2005)
Bidens 3 no estudiado Lamego et al. (2009)
subalternans
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Schoenoplectus 3 los 3 detectados en hoja Scarabel et al. (2010)
mucronatus

Monochoria 4 1 pseudogen, se Ohsako y Tominaga (2007)
vaginalis expresan todas

transcripcionalmente,
patrén no estudiado

Brassica napus 5 2 genes constitutivos, 1 Rutledge et al. (1991)
especifico de tejido Ouellet et al. (1992)
reproductivo, 2
pseudogenes

Gossypium 6 2 genes constitutivos, 1 Grula et al. (1995)

hirsutum o 2 especificos de

anteras y 1 o0 2 de baja
expresion en varios
tejidos

A partir del andlisis de mutantes de tabaco resistentes a sulfonilureas aisladas por
seleccion en cultivo de tejidos, se encontraron dos loci denominados SurA y SurB
involucrados en la resistencia (Chaleff y Ray, 1984). Estudios posteriores caracterizaron
estos dos genes, los cuales codifican para la subunidad catalitica de AHAS y mostraron 95%
de identidad en la secuencia codificante. N. tabacum es un alotetraploide originado por
hibridacion de dos especies diploides (Nicotiana tomentosiformis y Nicotiana sylvestris). A
partir del analisis de las secuencias se propuso que SurB y SurA derivan de los progenitores
N. tomentosiformis y N. sylvestris, respectivamente (Lee et al., 1988). La expresion de los
genes SurB y SurA fue detectada en todos tejidos de plantas de tabaco, con una mayor
expresion en tejidos jovenes y de activo crecimiento. Para SurB se encontraron niveles de
expresion mas altos que para SurA. La modulacién coordinada de estos genes sugiere un
mecanismo de regulacibn en comudn. Se propone que los genes son funcionalmente
redundantes y son mantenidos debido a la naturaleza tetraploide de N. tabacum (Keeler et
al., 1993).

En maiz se encontraron dos genes ahas a partir del estudio de mutantes resistentes a
imidazolinonas y otros herbicidas inhibidores de AHAS (Newhouse et al., 1991a,b; Fang et
al., 1992). Ensayos enzimaticos sobre diferentes mutantes permitieron inferir que uno de los
loci aportaria el 80% de la actividad mientras que el otro locus contribuiria con el restante
20%, lo que a su vez explicaria diferencias a nivel de planta entera para las mutantes
(Newhouse et al., 1991a). Sin embargo, un estudio posterior postula que ambos genes se

expresarian con igual magnitud (Currie et al., 1995). En la bibliografia no se disponen
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estudios concluyentes sobre los patrones de expresion de estos genes. De manera similar,
en trigo se identificaron 3 genes ahas pero sus niveles de expresion no fueron medidos.
Cada uno de los genes corresponde a cada uno de los genomios (A, B y D) de trigo. Los
mayores niveles de resistencia se lograron al apilar dos o0 mas genes resistentes en el
mismo genotipo. A partir del estudio de isolineas con diferentes mutaciones pudo inferirse
gue uno de los genes se expresaria en niveles mas bajos que los otros (Pozniak y Hucl,
2004; Pozniak et al., 2004).

En la especie alotetraploide Brassica napus se encontraron cinco genes ahas (ahasl-
5). Dos de los genes, ahasl y ahas3 presentan una alta identidad de secuencias mientras
gque ahas?2 difiere significativamente. Los dos genes restantes, ahas4 y ahasb, presentaron
secuencias codificantes interrumpidas. A partir del analisis de las secuencias de los
progenitores Brassica campestris, donador del genoma A, y Brassica oleracea, donador del
genoma C, se propuso que ahas2, ahas3 y ahas4 derivan del progenitor B. campestris
mientras que ahasl y ahasb se originaron de B. oleracea (Rutledge et al., 1991). El estudio
del patrén de expresion de esta familia génica mostré que ahasl y ahas3 corresponden a
las isoformas constitutivas con igual expresion en diversos tejidos como raices, hojas, flores
y semillas de distintos estadios de desarrollo. Por otro lado, se observd expresion tejido
especifica para ahas2, cuyo ARNm fue detectado en mayor abundancia en pistilos, en
particular en évulos en antesis, y en tejidos extra-embriogénicos de semillas inmaduras. Una

menor expresion de ahas2 fue encontrada en anteras (Ouellet et al., 1992).

La mayor complejidad en cuanto a la organizacion y expresion de genes ahas fue
encontrada en el algodon alotetraploide (G. hirsutum). En dicha especie, se encontraron seis
genes de los cuales cuatro se organizan en pares de tandem. Dos genes se expresan de
manera constitutiva, con mayor expresion en semillas y callos embriogénicos, expresion
intermedia en hojas y pericarpios y menor expresion en raiz. De los cuatro genes
organizados en pares, al menos dos se expresan. Uno o los dos genes hacia el extremo 5’
(upstream) de los pares de genes en tAndem presentaron expresion especifica en anteras,
mientras que para al menos uno de los genes del otro extremo del par (downstream) se
observd una expresion constitutiva pero baja y con un patrén diferente al de los genes de
mayor expresion. Se pudo corroborar que cada uno de los genes constitutivos y un par de
los genes en tdndem provienen de cada genomio parental del alotetraploide G. hirsutum
(Grula et al., 1995).

Estudios mas recientes examinaron la expresion de genes ahas mediante la técnica de

PCR en tiempo real, también conocida como RT-gPCR (del inglés reverse transcription
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guantitative polymerase chain reaction). Esta técnica es una variante de la reaccion de RT-
PCR, que corresponde a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tras una reaccion de
transcripcion reversa (RT), que permite la cuantificacion de los transcriptos de interés.
Iwakami et al. (2012) reportaron patrones de expresion de los dos genes ahas de
Echinochloa phyllopogon en diferentes tejidos. Los dos genes mostraron mayores niveles de
transcriptos en tejidos meristematicos, pero con una contribucion diferencial entre diferentes
tejidos. Por otro lado, esta técnica también fue utilizada para evaluar la respuesta al

tratamiento con enantidmeros de imazetapir en arroz (Qian et al., 2009).

Si bien la expresion de los genes ahas en girasol fue estudiada en varias ocasiones,
no fue posible cuantificar los niveles de los transcriptos debido a problemas técnicos
(Kolkman et al., 2004; Hawley, 2005). La principal dificultad se debe a la elevada similitud de
los genes, lo cual complica el disefio de cebadores paralogo-especificos. Hawley (2005)
reporté que la mayor expresion a nivel transcripcional ocurre para ahasl en tejidos foliares.
A su vez, las mutaciones que confieren resistencia a inhibidores de AHAS en girasol se han
identificado en ahasl. El conocimiento sobre los patrones de expresion de esta familia
génica seria importante para comprender porqué ahasl es el paralogo blanco de las
mutaciones que confieren resistencia y para considerar el papel que puedan tener ahas2 o

ahas3 en el desarrollo de nuevas lineas resistentes.

La actividad enzimatica AHAS en girasol solo fue reportada para tejidos foliares (Al-
Khatib et al., 1998; Baumgartner et al., 1999; White et al., 2002; Zelaya y Owen, 2004;
Vrbni€anin et al., 2008; Bozic et al., 2012; Sala et al., 2012b). El estudio de la dicha actividad
en diferentes tejidos seria importante para profundizar el conocimiento de la expresion de
esta enzima. En maiz, distintos niveles de actividad AHAS en raices permitieron explicar los
diferentes niveles de tolerancia a herbicidas observados en distintos hibridos (Forlani et al.,
1991). La evaluacion de la expresién de genes ahas en lineas de girasol que difieren en
cuanto al grado de resistencia podria esclarecer si existe una mayor actividad AHAS o algun
mecanismo de sobreexpresion de genes ahas en el genotipo resistente y por lo tanto inferir
alguna relacion con el mecanismo del locus de accion desconocida Imr2. A su vez, la
comparacion de los niveles de transcripcion, de actividad AHAS detectable in vitro y los de
actividad enzimatica in vivo permitiria inferir relaciones entre estos niveles de expresion

génica.

El objetivo de este Capitulo fue estudiar la expresion de los genes ahasl, ahas2 y
ahas3 a nivel transcriptémico y la actividad enzimatica AHAS in vivo e in vitro en hojas y

raices de plantas jovenes de lineas de girasol que difieren en su grado de resistencia.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron tres lineas endocriadas de girasol: HA425, 1058-1 y HA89 de genotipos
resistente (Imrllmrlimr2imr2), intermedio (Imrlimrlimr2imr2) y  susceptible
(imrlimrlimr2imr2) respectivamente. La descripcion de las lineas utilizadas se realiz6 en el
Capitulo anterior.

Se evaluaron muestras de hoja y raiz de plantulas en estadio V2 obtenidas mediante
germinacion en el sistema de multimacetas previamente descripto. El tratamiento con
herbicida se realiz6 mediante el agregado de imazapir a la solucibn de riego, en una
concentracion final de 10 uM, por 48 horas previo a la toma de la muestra. La incubacion de
las plantulas se realiz6 en condiciones controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo

(16/8 h luz/oscuridad) e intensidad luminica (100 pmol m?s™).

Extraccion y purificacion de ARN total

Las muestras de tejido fresco (10 mg) en microtubos de 1,5 ml fueron sumergidas en
nitrégeno liquido y trituradas utilizando un mortero hasta obtener un polvo fino. La
purificacion de ARN total se realizé utilizando el sistema de extraccion comercial PureLink™
RNA Mini Kit (Invitrogen Life Technologies) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Para el tratamiento con ADNasa se empled el sistema PureLink™ DNase (Invitrogen Life
Technologies). Las muestras de ARN fueron almacenadas a -80 C.

Tanto la calidad como la cantidad de ARN extraido fueron determinadas utilizando
espectrofotdmetro, midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm de las muestras de ARN
diluidas en agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) en una relaciéon 1:50. Para estimar
la concentracion de ARN se consider6 que un valor de absorbancia de 1 corresponde a 40
po/ul. El rendimiento obtenido fue de 0,3 a 0,7 ug/pl. La pureza de las muestras fue
controlada por la relacién de absorbancia 260 nm/280 nm, la cual resulté cercana a 2.

La integridad del ARN fue verificado a través de electroforesis en gel de agarosa al 1%
preparado en solucion tampon 1x TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1 mM, pH=8). La cuba de
electroforesis y el peine fueron previamente lavados con NaOH 0,4 N y enjuagados con
agua tratada con DEPC. Las muestras de ARN (2 ul) se sembraron junto a una solucién de
siembra (azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%, glicerol 30%) en proporcion 6:1.
Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0,5

pg/ml) y se observaron bajo transiluminador de luz UV. Las muestras presentaron dos
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bandas definidas, correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 18S, y una banda difusa

de bajo peso molecular que corresponde a los ARN de transferencia.

Transcripcion reversa

La transcripcion reversa se llevo a cabo utilizando el kit comercial SuperScript® First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life Technologies). La reaccion se llevé a
cabo en un volumen final de 20 yl. Como primer paso se incubé a 65 °C por 5 min la

siguiente mezcla:

ARN csp 2 ug
dNTPs 10 mM 1ul
oligo(dT)12.18 1l
agua tratada con DEPC csp 10 ul

La mezcla se mantuvo en hielo. A continuacion, se agregaron 9 pl de la siguiente mezcla:
solucion tampon (Tris 200 mM, pH=8,4, KCI 500 mM) 10X 2 ul

MgCl, 25 mM 4 ul
DTTO0,1 M 2 ul
Inhibidor de ARNasa (RNAsa Out ™) 40 U/ul 1 ul

Luego de homogeneizar la mezcla se incubé a 42 C durante 2 min. Para comenzar la
reaccion de retrotranscripcion se adiciono 1 yl de Superscript Il RT (50 U/ul) y se incub6 60
min a 42 °C. La reaccion finaliz6 mediante la incubacion a 70 €T por 15 min. Para la
remocion del ARN se adicion6 1 pl de ARNasa H (2 U/ul) y se realizdé otro paso de
incubacién a 37 °C durante 20 min. EI ADN copia (ADNCc) sintetizado fue conservado a -20
°C.

Disefio de oligonucledtidos especificos

Para la amplificacion de transcriptos de genes ahas y su posterior cuantificacion, se
disefiaron cebadores especificos para cada uno de los genes ahas y de la subunidad (3 de la
tubulina, cuya expresion fue considerada como referencia. Las secuencias de los genes
mencionados fueron obtenidas en el banco de datos GeneBank del sitio del NCBI (National
Centre for Biotechnology Information) (Tabla II.I). Dada la elevada similitud de estos genes,
se buscaron secuencias de tipo EST que incluyeran las secuencias de las regiones 5’y 3' no
traducidas. Los analisis de similitud de secuencia con las bases de datos de ESTs se
realizaron mediante los servicios de busqueda proporcionada por el NCBI. La bldsqueda fue

confinada a la especie Helianthus annuus (taxid: 4232) utilizando el programa Blast 2.2.26
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(Zhang et al., 2000). Las secuencias de genes y de ESTs utilizados para el disefio de
oligonucledtidos especificos para genes ahas se detallan en la Tabla Il.I. En cuanto al gen
de referencia, la secuencia de tubulina de girasol se obtuvo de la entrada 2125113
(Han.4638) de la base de datos UniGene del NCBI. El gen de tubulina ha sido utilizado
como gen de referencia en otros trabajos (Oracz et al., 2008; 2009) y fue reportado como un
gen estable (Fernandez et al., 2011).

Para la alineacion de las secuencias y la obtencion de secuencias consenso se empled
el programa CLC Sequence Viewer" (versién 6.5.2) y Sequencher? (version 4.1.4).

Los oligonucleétidos especificos fueron desarrollados mediante el programa Primer-
Blast® y Primer3* (Rozen y Skaletsky, 2000). Los parametros establecidos para el disefio
incluyeron una longitud de los cebadores de entre 18 y 25 nucleétidos, un contenido de GC
de 50 a 70 % y una temperatura de hibridacion (annealing) de 57 a 65 T. Los cebadores
disefiados para cada uno de los tres genes ahas y para tubulina se muestran en la Tabla

I1.11. Estos oligonucleétidos fueron sintetizados por IDT®" (Integrated DNA Technologies).

Tabla Il.I. Secuencias disponibles en el GeneBank que fueron utilizadas para el disefio de
oligonucledtidos especificos de los genes ahasl, ahas2, ahas3 y tubulina.

N° de accesion

Descripcion

Organismo

Referencia

AY541451 ahasl haplotipo 1 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541452 ahasl haplotipo 2 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541453 ahasl1 haplotipo 3 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541454 ahasl haplotipo 4 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541455 ahasl haplotipo 5 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541456 ahas2 haplotipo 1 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541457 ahas2 haplotipo 2 Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
AY541458 ahas3 haplotipo 1  Helianthus annuus  Kolkman et al., 2004
DY909668 secuencia EST Helianthus annuus  Michelmore et al., 2006
DY906644 secuencia EST Helianthus annuus Michelmore et al., 2006
DY912682 secuencia EST Helianthus annuus  Michelmore et al., 2006

! http://mww.clchio.com

2 http://genecodes.com/demo-download
3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
4 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm

> http://mww.idtdna.com/site
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Tabla IL.1l. Oligonucleétidos especificos para genes ahasl, ahas2, ahas3 y tubulina utilizados como
cebadores en PCR convencional y a tiempo real.

Gen blanco Cebador Secuencia (5'-3") VEWTED 0f2)
producto
ahasl ahasl F CGAACGGTAACCCTAGAACAC 139 bp
ahasl R AAGTGATGGGTAATGCGAAAC
ahas2 ahas2 F GCCGCCATACATCCTCCCC 167 pb

ahas2 R CCGGTGGTGGTGGTGGAGTC

ahas3 ahas3 F GTTGTTGGCGTTTGGCGTCCG 340 pb
ahas3 R GATCGCGTTCCCACCCGTCAC

tubulina tub_F TCTGCCACCATGTCGGGAGTT 243 pb
tub_R GTAACGCCCGTGTCGTGGGTC

Deteccion de transcriptos de  ahasl, ahas2 y ahas3
Se optimiz6 un protocolo de PCR para los cebadores disefiados. Las reacciones se

realizaron en un volumen final de 25 pl bajo las siguientes condiciones:

solucion de amplificacion 5x (Green GoTag® reaction buffer, Promega) 5 ul
dNTPs 10 mM 0,5 ul
cebador sentido 10 uM 0,5 ul
cebador antisentido 10 uM 0,5 ul
ADN polimerasa 5 U/ul (GoTag®, Promega) 0,2 ul
ADNCc (dilucién 1:5) 2 ul
agua ultrapura 16,3 ul

Las condiciones térmicas de las reacciones de PCR fueron las siguientes:
-paso inicial de desnaturalizacion: 95 °C por 2 min
-35 ciclos: 15 s a 95 °C (desnaturalizacion)
30 s a 60 °C (hibridacion)
40 s a 72 °C (elongacion)
-paso final de elongacion: 10 min a 72 °C.
Las productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% (p/v) preparados en solucion tampén TBE 0,5X (Tris-borato 45 mM, EDTA
1mM, pH=8,3). Se sembraron 2 pl de los productos de PCR. Como marcador de peso

molecular se utilizé6 un conjunto de fragmentos de ADN doble cadena de 100 pb a 1000 pb
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en incrementos de 100 pb (CienMarker, Biodynamics). Las corridas electroforéticas se
realizaron a 90-110 V en solucién tampén TBE 0,5X. Los productos de PCR fueron
visualizados mediante tincion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) una vez finalizada la corrida.

Para confirmar la especificidad de la amplificacion, los productos de PCR obtenidos
(sin purificar) fueron enviados para su secuenciacion a Macrogen Inc. Korea'. Las
secuencias y cromatogramas provistos fueron analizados con el programa Chromas 2.0. Los
andlisis de similitud de secuencia con las bases de datos publicas se realizaron utilizando el
programa Blast 2.2.26 del sitio del NCBI.

Cuantificacion relativa mediante PCR en tiempo real

Para cuantificar cada uno de los transcriptos en las distintas muestras se llevo a cabo
la técnica de PCR en tiempo real utilizando el termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN®). Se
utilizaron dos muestras bioldgicas para cada combinaciéon de genotipo, tejido y tratamiento.
Cada reaccioén se corrio por triplicado. Los cebadores utilizados se muestran en la Tabla Il.II.

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en presencia de SYBR green

(Mezcla Real®, Biodynamics) en un volumen de 15 pl incluyendo los siguientes reactivos:

cebador sentido 10 pM 1 ul
cebador antisentido 10 uM 1 ul
Mezcla Real 2X (Biodynamics) 12,5 pl
ADNCc dilucién 1:5 2,5 ul
agua ultrapura 8 u

Ademas se incorporaron controles negativos a los que no se les agregé ADNc. El
protocolo de ciclado fue:
-desnaturalizacion a 95 °C por 2 min
-40 ciclos: 15sa95°C,30sa60°,40sa72°C

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

La curva de fusién del producto de amplificacién se construyé al final del ciclado de la
siguiente manera: ciclos de 10 s desde 72 °C a 95 °C aumentando la temperatura 0,2 °C
luego del segundo ciclo.

Para la cuantificacion relativa de los transcriptos se tomaron los valores de ciclo de
cuantificaciéon (quantification cycle —Cqg-, llamados take off por el programa utilizado) y los

valores de eficiencia de reaccién calculados por el programa comparative quantitation del

! http://dna.macrogen.com/eng/
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Rotor-Gene Q software (version 1.7, Corbett Research). La expresion normalizada (EN) fue
calculada para cada gen teniendo en cuenta la eficiencia (E) de la reaccion y los valores de
Cq tanto para el gen de interés (goi) como para el gen de referencia (ref), considerando un
promedio de eficiencia para cada amplicon (Simon, 2003; Schefe et al., 2006):

_ (Eref ycore
(Egoi)“®

Para la cuantificacion relativa de los transcriptos de genes ahas la expresion
normalizada se expres6 como relativa a la expresion de ahasl en hoja
(ER=ENgqi tejido/ ENanas1,noja X 100). Para la expresion relativa de genes ahas en tejidos de
plantulas tratadas con herbicida (ERi.;), l0os niveles de expresidon normalizados respecto a

tubulina fueron expresados relativos a su control: ERn=ENimi/ENcontrol-

Medicion in vitro de actividad enzimatica AHAS

Se implement6 un protocolo simplificado descripto por Yu et al. (2003) y Degrande et
al. (2000) con modificaciones para el ensayo de actividad AHAS in vitro. Hojas y raices de
plantulas en estadio V2 fueron pesadas, congeladas en nitrégeno liquido y molidas con
micro-pilon en un microtubo. Se utilizd entre 100 y 200 mg de tejido. El tejido fue
homogeneizado en una solucion de reaccion (50 mM HEPES pH=7, 200 mM piruvato de
sodio, 20 mM MgCl, 2 mM TPP y 20 uM FAD) en una relacion de 5 ml por gramo de tejido.
La solucién de reaccion fue preparada justo antes de ser utilizada. Se adicioné PVPP en una
relacion 6:1. Todas las operaciones fueron realizadas manteniendo los reactivos y el
material vegetal a 4 °C. El homogeneizado fue centrifugado a 27.000 g por 10 min a4 °Cy
se recuperé el sobrenadante, el cual fue centrifugado nuevamente bajo las mismas
condiciones. El sobrenadante fue utilizado inmediatamente como extracto crudo y medio de
reaccién para el ensayo enzimatico: 400 ul del sobrenadante se incubaron con el mismo
volumen de agua destilada estéril durante 60 min a 37 °C. Una vez finalizada la incubacion,
el contenido del tubo de reaccioén se dividioé en dos alicuotas de 350 ul. Una de las alicuotas
fue utilizada para la descarboxilacion del acetolactato a acetoina, por lo tanto se le
agregaron 70 ul de H,SO, 5,5 N para lograr el medio 4cido necesario para que ocurra la
reaccién. A la alicuota restante, considerada como control de produccién de acetoina
enddgena, se adicionaron 70 yl de NaOH 2N. Ambas alicuotas fueron incubadas 15 min a
60 °C. A continuacion, los tubos fueron centrifugados a temperatura ambiente por 5 min a
20.000 g vy se recuperaron 350 ul de sobrenadante que fueron utilizados para el dosaje de

acetoina por la reaccion de Westerfeld (1945). Para esta reaccion, se adicionaron 350 pl de
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una solucion de creatina (0,5% p/v) y 350 pl de a-naftol (5 % p/v) ambos preparados en
NaOH 2,5 N justo antes de ser utilizados. Los tubos se incubaron a 60 °C por 15 min y se
midi6 absorbancia a 530 nm. Se realizaron tres repeticiones para cada combinacioén de

tratamientos (genotipo, tejido y tratamiento con herbicida).

Medicion in vivo de actividad enzimatica AHAS

El ensayo in vivo de actividad AHAS en hojas fue realizado segun fue descripto en el
Capitulo 1, utilizando para la incubacién las concentraciones de 0 (control) y 10 uM imazapir.
Este mismo ensayo sobre raices arrojé resultados negativos. A fin de poner a punto el
protocolo de determinacion de actividad para raices, se llevé a cabo el ensayo in vivo en
planta completa con modificaciones (Simpson et al., 1995). El herbicida CPCA (500 uM) fue
aplicado en la solucién de riego junto a 0 (control) y 10 yM imazapir en plantulas en estadio
V2. Al finalizar la incubacion de 24 horas, las raices fueron pesadas y conservadas en
freezer para su posterior homogeneizacién. Se utiliz6 menos de 200 mg y mas de 300 mg
de tejido por tubo para hoja y raiz, respectivamente. La determinacion de los productos de la
enzima acumulados en los tejidos fue llevada a cabo segun Westerfeld (1945) con
modificaciones, segun lo descripto previamente en el Capitulo anterior. Los valores de
absorbancia fueron corregidos por un negativo (tejidos de plantas sin aplicacion de CPCA) y
calculados por peso del tejido y por hora de acumulacioén de productos de la enzima (tiempo
de incubacion con CPCA). Se realizaron tres repeticiones para cada combinacion de

tratamientos (genotipo, tejido y tratamiento con herbicida).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa estadistico R (R
Development Core Team, 2011). Para comparar los niveles de transcriptos o los valores de
actividad enzimatica se realizé el analisis de la variancia (ANOVA) previa prueba de
normalidad y homogeneidad de variancias. Los valores medios entre tejidos o genotipos
fueron comparados por la prueba de Tukey. Para comparar valores de expresion
normalizada o de actividad enzimatica entre tratamiento control y con herbicida se utilizé la
pruebat (Sokal y Rolhf, 1969).
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RESULTADOS

Cuantificacion relativa de transcriptos de los gene s ahasl, ahas2 y ahas3

Andlisis bioinforméatico para el disefio de cebadores especificos

Las secuencias de los genes ahas de girasol cultivado disponibles en base de datos
publicas fueron utilizadas para el disefio de cebadores especificos que permitieran la
amplificacién paralogo-especifica de los genes ahasl, ahas2 y ahas3 (Tabla Il.I). Los
analisis de alineamiento local de los tres genes de a pares efectuada con Blastn produjeron
una identidad maxima de 94% entre ahasl y ahas2 y 79% entre ahasl y ahas3 y entre
ahas2 y ahas3. La secuencia de ahas3 mostré la mayor diferencia con respecto a sus
paralogos y por lo tanto presentd menor dificultad para el disefio de oligonucleétidos
especificos. Para lograr este propésito, se buscaron regiones de la secuencia de ahas3 que
presentaran diferencias respecto a las secuencias de ahasl y ahas2. La busqueda de
cebadores por el programa Primer3 se limitd para estas regiones y se eligié el par que se
muestra en la Figura 2.1. Por otro lado, el disefio de oligonucleétidos especificos para ahasl
y ahas2 resulté de gran dificultad debido al elevado grado de similitud entre estos genes.
Por este motivo, se procedid a la busqueda de ESTs que permitieran extender las

secuencias hacia los extremos 5’ 0 3’ no traducidos.

La bdsqueda en la base de ESTs de Helianthus annuus realizada en marzo de 2011
permiti6 encontrar 16 alineamientos significativos para ahasl, 14 para ahas2 y uno para
ahas3. La secuencia de EST encontrada para ahas3 también produjo alineamientos
significativos con ahasl y ahas2 y corresponde a una region conservada entre los genes. La
asignacion de los ESTs a solo una secuencia ahas se realiz6 de acuerdo a los parametros
arrojados por el programa Blastn, siendo el menor valor de E y la mayor identidad los
criterios de seleccion. De esta manera, 12 ESTs se asignaron a ahasl y 4 a ahas2 (Tabla
[L111).

Tres ESTs permitieron extender la secuencia del transcripto de ahasl hacia el extremo
5’ no traducido. Una secuencia de EST arrojé informacion sobre el extremo 3’ no traducido
del transcripto de ahas2 (Tabla ILIII). La busqueda de oligonucleétidos realizada con el
programa Primer3 fue confinada para distintas regiones que incluyan alguno de los extremos
no traducidos, de manera que uno de los cebadores de cada par hibride en dicha regién. El
par de cebadores elegido para ahasl se muestra en la Figura 2.2. Para ahas2 no se logré
obtener amplificacion con esta estrategia. Por lo tanto, se disefiaron oligonucleétidos sobre

la regidn codificante utilizando el programa Primer-Blast, el cual evita automaticamente los
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pares de cebadores que puedan producir amplificacion de otras secuencias blanco. El par

de oligonucleétidos elegido pudo ser utilizado y se muestra en la Figura 2.3.

Figura 2.1 . (A) Cebadores especificos para ahas3 indicados como ahas3 F (cebador sentido) y ahas3
R (cebador antisentido) (B) Cebadores especificos para ahas3 mostrados sobre el alineamiento de
las secuencias de los tres genes ahas. Las bases que difieren entre los genes estan sombreadas en

verde.

(A) 340 pb

5 - ahas3 -3’
ahas3 F

ahas3 R

(B)

ahasl AGTGATTTGT TGCTTGCGTT TGGGGTGCGG 1071
ahas2 AGTGATTTGT TGCTTGCGTT TGGIGTGCGG 1062
ahas3 AGCGACT T TGTTGGCGTT TGGCGTCC 1053

ahas3 F
>
1033 1052

ahasl TTAACGGGCG GGAATGCAAT TATTAGCACC 1401
ahas2 TTAACGGGTG GGAATGCAAT TATTAGCACC 1383
ahas3 GTGACGGGTG GGAACGCGAT CATAACGACT 1380

ahas3 R
<€

1351 1371
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Tabla ILIIl. Secuencias de ESTs asignadas a las secuencias de los genes ahas de Helianthus
annuus. Los ESTs utilizados que incluyen las secuencias de los extremos no traducidos se muestran
sombreados en gris.

. 5 — .
Secuencia N° accesion valor E* Idep t!dad Afio Biblioteca Autores
de entrada EST maxima
. Michelmore
ahasl  DY912682.1 0 98% 2006 CHAXYZ) (hojas, et al.
raiz y flores) (2006)
. Michelmore
DY906644.1 0 98% o006  CHAXYZ) (hojas, etal.
raiz y flores) (2006)
QH(ABCDI) (linea Kozik et al.
BQ914288.1 0 100% 2011 phiago1, 11 tejidos)  (2002)
QH(ABCDI) (linea Kozik et al.
0,
BQ965970.1 0 100% 2011 RHA801, 11 tejidos) (2002)
QH(EFGHJ) (linea Kozik et al.
BU016897.1 0 9% 2011 oliA280, 11 tejidos)  (2002)
QH(ABCDI) (linea Kozik et al.
0,
BQI75718.1 0 98% 2011 RHA801, 11 tejidos) (2002)
HaDevR5 (cultivar Genoplante
- 0,
CD851280.1 4E-146 99% 2010 psc8, embrion 4 dias) (2003)
HaDevVR5 (cultivar Genoplante
- ()
CD851082.1 9E-138 100% 2010 psc8, embrion 4 dias) (2003)
. Michelmore
DY909668.1  9E-93 95% oy o) s, etal.
raiz y flores) (2006)
QH(ABCDI) (linea Kozik et al.
- 0
BQ913768.1 1E-91 100% 2011 RHA801, 11 tejidos) (2002)
QH(EFGHJ) (linea Kozik et al.
- 0,
BU016117.1 3E-88 98% 2011 RHA280, 11 tejidos) (2002)
HaCotR (linea Ben et al.
- 0
AJ828880.1 7TE-79 100% 2011 Ha300b, embrién) (2005)
QH(EFGHJ) (linea Kozik et al.
()
ahas?2 BU023933.1 0 100% 2011 RHA280, 11 tejidos) (2002)
HaDevR1 (cultivar Genoplante
0,
CD846028.1 0 95% 2010 psc8, hojas) (2003)
QH(EFGHJ) (linea Kozik et al.
- 0,
BU024279.1 5E-105 96% 2011 RHA280, 11 tejidos) (2002)
Ha SSH48 (raicesy  Priya et al.
= 0, .
GH160467.1 4E-52 92% 2008 hojas) (2008)

Busqueda realizada con el programa Blastn 2.2.26 en la base de ESTs de girasol disponibles en la
base de datos GeneBank del NCBI (marzo de 2011).
*El valor E es la probabilidad de que un alineamiento con un valor igual o superior al obtenido sea

debido al azar.
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Figura 2.2. (A) Cebadores especificos para ahasl indicados como ahasl F (cebador sentido) y ahas1
R (cebador antisentido). En azul se esquematiza el extremo 5 no traducido. (B) Cebadores
especificos para ahasl mostrados sobre el alineamiento de las secuencias de los tres genes ahas. El
cebador sentido se muestra sobre el alineamiento de ESTs que se extienden hacia la region 5 no
traducida. El cebador antisentido (ahas1 R) se muestra sobre el alineamiento de los tres genes ahas.
Las bases que difieren entre los genes estan sombreadas en verde.

(A)

139 pb
O

ahasl

ahasl F
->
ahasl R
<

(B)
—
72

ACATAICGAAC|76
ACATACGAAC 80
ACATACGAAC 71

AGATTTACAA
AGATTTACAA
AGATTTACAA

DY912682 TCATCATTAA ATAGGCAGAC
DY906644 TCATCATTAA ATAACCAGAC
DY909668 TCATCATTAA ATAACCAGAC

ahasl F

>

92

DY912682 GGTAACCCTA

GAACACACAC

DY906644 AGTAACCCTA
DY909668 AGTAACCCTA

&

GAACACACAC
GAACACACAC

ahasl R

CTTCAACAAT
CTTCAACAAT
CTTCAACAAT

86

106

ahasl @CCCCBTTTC

GCATTACCCA

TCACTT|CCAC

ahas?2 ACCCCACTTC
ahas3 AATCITTCAC

GCATTCTCCA
TC-CCACTCA

TCACCTCCAC
CT-CTTCTAC

GGCGGCTCCT
GGCGGCTCCT
GGCGGCTCCT

TACCCAAAAA
TTCCCACAAA
CCATCATCC-

116
120
111

120
117
106

-73-



Capitulo 2: Resultados

Figura 2.3. (A) Cebadores especificos para ahas2 indicados como ahas2 F (cebador sentido) y ahas2
R (cebador antisentido) (B) Cebadores especificos para ahas2 mostrados sobre el alineamiento de
las secuencias de los tres genes ahas. Las bases que difieren entre los genes estan sombreadas en
verde.

(A)

167 Eb
5 ahas?2 -3

ahas2 F
=
ahas2 R
<

(B)

ahast ATGGCBGCTC CTCCCAACCC TTECATCTCC 30
ahas2 ATGGC| | B I GACEETTCC 30
ahas3 ATGGCAGTCC C|=CCTCALCT TTECATCTCC 27

hd .l

4 ahas2 F 22

ahast TCCGACTCCA AATCCACCAC CACCACEACC 180

ahas2 TCCIGACTCCA ---CCACCAC CACCGEGTGCC 174
ahass TCATAATA-A ---CCAATGC TATTGCTAA- 158
151 ahas2 R 1;0
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Expresion de la subunidad B de tubulina como gen de referencia

Los cebadores disefiados para el gen de referencia permitieron amplificar una region
de 243 pb de la secuencia codificante de la subunidad B de tubulina (Figura 2.4A). El
comportamiento de este gen como gen de referencia pudo ser comprobado mediante la
inspeccion de las desviaciones estandar para los valores de Cq obtenidos para los distintos
tejidos y tratamientos analizados, los cuales fueron menores a 1 (Pfaffl et al., 2004). Una
segunda aproximacion para estudiar la estabilidad de la expresion del gen de referencia
consistié en hacer una regresion lineal de los valores medios de Cq (Figura 2.4B). Cuanto
menor sea la pendiente de la recta, mayor la estabilidad de la expresion del gen (Brunner et
al., 2004). Cuando no se ordenan los valores de Cg, tanto la pendiente como el ajuste (R?)

de la recta deben ser bajos (Regier y Frey, 2010).

Figura 2.4. (A) Seccion de gel de agarosa (2% p/v):
marcador de peso molecular (calle 1) y los productos (A) 1 2 3
de amplificaciéon de tubulina en hoja (calle 2) y raiz
(calle 3). (B) Regresion lineal de los valores medios de
Cq para tubulina en diferentes tejidos (hoja y raiz),

lineas (genotipo resistente —R-, intermedio —I- y
susceptible —S-) y tratamientos (control y herbicida — BN
IMI-). $1
e
-
300pb _
200 pb A S S
100pb =
(B)
22 -
y = -0,05x + 20,03
R? = 0,07
21 *
20 - §
57 0 S
19 % *
18 - *
17 _
c = N s © s N c = N s
g = § 2 § 2 § 2 g 2 § =
< .© = N < G, = N < © = N
r © € ® T 39 g o o 9
34 [ = - n n
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Niveles de expresién de genes ahas en hoja y raiz

Utilizando los oligonucléotidos disefiados pudieron amplificarse los tres genes ahas
para el posterior estudio de su patrén de expresion en diferentes lineas y tejidos mediante la
técnica de PCR en tiempo real. Los productos de amplificacion resultaron de los tamafios
esperados (Figura 2.5). Para corroborar la identidad de los amplicones obtenidos, éstos
fueron enviados para su secuenciacion. El analisis de las secuencias obtenidas confirmd la
especificidad de los cebadores disefiados. La busqueda mediante Blastn en la base de
datos a partir de cada secuencia resultante de la secuenciacién arrojé como Unico resultado
o hit el gen esperado en cada caso (96% de identidad maxima y valor E=6.10* para ahas1,
94% de identidad méaxima y valor E=8.10"° para ahas2, 100% de identidad méaxima y valor
E=2.10""® para ahas3).

La expresién de los genes ahas pudo ser cuantificada mediante PCR en tiempo real
(Figuras 2.6-7). La abundancia de los transcriptos ahas, considerando la suma de ahasl,
ahas2 y ahas3, fue mayor en hoja con respecto a raices (p<0,01) para los tres genotipos

evaluados (Figura 2.6). No se encontraron diferencias entre genotipos (p>0,05).

La mayor expresion fue observada en hoja para el gen ahasl, mientras que la menor
expresion correspondié a ahas3 en raices. Si bien la expresion de este uUltimo gen es muy
baja, pudo detectarse tanto en hoja como en raiz. Los niveles de expresion de los
transcriptos de ahasl y de ahas3 en hoja fueron aproximadamente diez veces mayores que
en raiz. En cuanto a la expresion de los genes ahas en hoja, se encontraron diferencias
significativas entre ellos, excepto para el genotipo susceptible, donde ahasl y ahas2 no
difirieron significativamente. También en raices se observaron diferencias significativas en la
abundancia de transcriptos y ahas3 present6 la menor expresion. No se encontraron
diferencias entre ahasl y ahas2 en raices, excepto para el genotipo susceptible en el cual
se observé mayor expresion de ahas2. Para los tres genotipos evaluados, la abundancia de
los transcriptos fue significativamente mayor en hoja que en raiz excepto para ahas2 (Figura
2.7).
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Figura 2.5. Seccion de gel de agarosa (2% p/v).
Productos de amplificacion mediante RT-PCR
convencional de ahasl (calle 1), ahas2 (calle 2),
ahas3 (calle 3) y marcador de peso molecular
(calle 4). Los pesos moleculares calculados para
cada amplicon se muestran en rojo.

340 pb

139 pb

283

167 pb — "

Figura 2.6 . Abundancia relativa de transcriptos de ahas en hoja y raiz para las tres lineas bajo
estudio: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo

susceptible (S). Los valores de expresion estan normalizados respecto a tubulina.

Expresién normalizada

0,8 -

0,6

0,4 -

0,2 A

hoja

raiz
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Figura 2.7 . Cuantificacién relativa de transcriptos de ahasl, ahas2 y ahas3 en hoja y raiz para las
lineas: (A) HA425 de genotipo resistente, (B) 1058-1 de genotipo intermedio y (C) HA89 de genotipo
susceptible. Los niveles de expresion normalizados respecto a tubulina se expresan relativos a ahasl
en hoja. Para cada linea, los valores medios con distinta letra difieren significativamente a nivel de
p<0,05 segun la prueba de Tukey sobre los valores transformados con la funcion logaritmica.
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Expresion relativa de genes ahas en hoja y raiz de plantulas tratadas con imazapir

El efecto del tratamiento con herbicida sobre los niveles de expresion se muestra en la
Figura 2.8. En el caso de la linea resistente no se observaron diferencias significativas entre

control y tratamiento con herbicida para ninguno de los genes ni tejidos analizados.

La abundancia relativa de transcriptos de ahas2 se duplicé en respuesta al herbicida
en la linea intermedia. En cuanto a la expresion del gen ahas3, en raices se observo un
incremento de 4-5 veces para las lineas intermedia y susceptible. Por el contrario, ahas3 y

ahas1 mostraron una inhibicion significativa de su expresion en hojas de la linea susceptible.

Actividad enzimatica AHAS mediante ensayos  in vitro e in vivo

Medicion de actividad AHAS en hoja y raiz

El ensayo de actividad AHAS in vitro permitié detectar actividad en todos los tejidos
evaluados. En cuanto a la actividad in vivo, se observaron valores de actividad en un orden
de magnitud menor que en el ensayo in vitro. No se observaron diferencias significativas
tanto en hoja como en raiz entre las lineas evaluadas. Sin embargo, en hoja se detectaron

mayores niveles de actividad que en raiz (Figura 2.9).

Medicion de actividad AHAS en hoja y raiz de plantulas tratadas con imazapir

La actividad AHAS in vitro en plantulas tratadas con imazapir durante 48 horas
disminuy6 significativamente respecto a su control sélo para hojas de la linea susceptible
(p<0,05). La actividad en hojas de esta linea fue menor al 5%. Por el contrario, en raices se

observo una disminucién de aproximadamente 40% de actividad extractable (Figura 2.10A).

Se observé una disminucion significativa de la actividad enzimatica in vivo en plantulas
tratadas con respecto a su controles (p<0,05) tanto en hoja como en raiz. La linea
susceptible mostrd los valores mas bajos mientras que la linea intermedia y resistente se

comportaron de manera similar (Figura 2.10B).
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Figura 2.8 . Expresion relativa de genes ahas en hojas y raices de plantulas tratadas con herbicida.
Los niveles de expresion normalizados respecto a tubulina se expresan relativos a su control, para los
genes ahasl, ahas2 y ahas3 en hoja y raiz de las tres lineas evaluadas: (A) HA425 de genotipo
resistente, (B) 1058-1 de genotipo intermedio y (C) HA89 de genotipo susceptible. *El valor de
expresién normalizada para el tratamiento con herbicida difiere significativamente respecto a su
control segln la prueba t (p<0,05) sobre los valores transformados con la funcién logaritmica.
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Figura 2.9. Actividad enzimatica AHAS evaluada en hojas y raices de las tres lineas bajo estudio:
HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo intermedio (I) y HA89 de genotipo susceptible
(S). La actividad se expresé como Abs g™ tejido h™ (absorbancia a 530 nm por gramo de tejido por
hora). (A) Actividad medida a través del ensayo in vitro. Los valores de actividad fueron
transformados con la funcién logaritmica: los valores medios estan calculados en base a los datos sin
transformar y las letras se refieren a las medias de los valores transformados. (B) Actividad medida a
través del ensayo in vivo. Los valores con distinta letra difieren significativamente a nivel de p<0,05).
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Figura 2.10. Actividad enzimatica AHAS evaluada en hojas y raices de plantulas tratadas con 10 yM
imazapir para las tres lineas bajo estudio: HA425 de genotipo resistente (R), 1058-1 de genotipo
intermedio (I) y HA89 de genotipo susceptible (S). (A) Actividad medida a través del ensayo in vitro.
(B) Actividad medida a través del ensayo in vivo. La actividad en ambos ensayos se expres6 como
porcentaje respecto al control de Abs g™ tejido h™ (% absorbancia a 530 nm por gramo de tejido por
hora). *Difiere significativamente respecto a su control segin la prueba t (p<0,05) sobre los valores

transformados con la funcién logaritmica.

(A) Actividad AHAS in vitro (% control)
140 -
Wr [ []s
120 -
< 100 |
(@]
9
2 80 -
=2 60 -
[%2)
<
< 40
20 ~
*
O |
hoja Tejido raiz
(B) Actividad AHAS in vivo (% control)
100
80 -
s MR [ []s
< 60
@]
9
[ 40 - * *
©
g 20 o,
s, : e | -
) B )
hoja raiz '
20 - Tejido

-82 -



Capitulo 2: Discusion

DISCUSION

En el presente trabajo pudo cuantificarse la abundancia de los transcriptos de los
genes ahas de girasol mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Segun lo reportado en
la bibliografia, en dos ocasiones se intent6 cuantificar la expresién de estos genes pero no
fue posible dado que los cebadores producian eficiencias desiguales (Kolkman et al., 2004;
Hawley, 2005). En el presente trabajo, la eficiencia obtenida fue 1,68 para ahasl, 1,67 para
ahas2 y 1,72 para ahas3; y fueron consideradas en el célculo de expresion relativa. A su
vez, en uno de estos trabajos no se detecté amplificacion mediante RT-gPCR para ahas3
(Hawley, 2005). El analisis de los cebadores utilizados por estos estudios permite reconocer
gue los mismos hibridan en regiones con escasas diferencias entre los genes ahas. Ademas
del problema de eficiencias reportado, la especificidad de estos cebadores también estaria

comprometida.

La estrategia utilizada en el presente trabajo, dada la elevada similitud entre los genes
ahas, incluyé una extensiva busqueda de cebadores que hibridasen en regiones con la
mayor cantidad de diferencias de bases para el disefio de oligonucleétidos parélogo-
especificos. A su vez, la recopilacion de informacion en la base de datos de ESTs permitio
extender la secuencia del transcripto ahasl hacia el extremo 5’ no traducido para el disefio
del cebador sentido (ahasl1F) en dicha region. Estrategias similares fueron adoptadas para
el estudio de otras familias génicas, dado que la divergencia en los extremos no traducidos
permite diferenciar la expresion de cada uno de los miembros (Miki et al., 2005; Chen y
McManus, 2006; Vinje et al., 2011).

La proporcion de ESTs correspondientes a un determinado gen respecto a un conjunto
de ESTs generados en ciertas condiciones experimentales refleja el nivel de expresion del
mismo (Paniego et al., 2010). Segun lo indicado por algunos autores, la basqueda en la
base de datos de ESTs de girasol produjo diez alineamientos significativos para ahasl, uno
para ahas2 y ninguno para ahas3 (Kozik et al., 2002; Kolkman et al., 2004; Hawley, 2005).
Estos resultados permitian explicar que AHAS1 se constituia en la isoforma mas abundante.
La base de datos disponible en la actualidad se ampli6 a mas del doble con respecto a la
consultada por los autores (116.245 entradas de ESTs para Helianthus annuus a la fecha).
Esto puede explicar que la busqueda realizada en la actualidad, mostrada en la Tabla IlL.III,

arroje resultados diferentes ampliando la cantidad de ESTs que fueron asignados a ahas2.

Los resultados encontrados en este trabajo indican que los tres genes ahas se

expresan a nivel transcripcional, siendo ahasl el transcripto mas abundante en hoja y ahas3
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el de menor expresion. A su vez, la expresion fue significativamente mayor en hoja que en
raiz excepto para ahas2. Estos resultados coinciden en parte con los reportados por
Kolkman et al. (2004), quienes encontraron que los tres genes ahas se expresaban en
meristemas aplicales y hojas; si bien no pudo cuantificarlos por los problemas técnicos antes
mencionados. Por su parte, Hawley (2005) en su trabajo de tesis reporté que ahasl es el
transcripto con mayor expresion en hoja, encontrdndose 50 veces mas que en raiz. En el
presente trabajo, la relacion hoja/raiz encontrada para ahasl fue de diez. De manera similar,
en el mencionado trabajo de tesis se reportdé que ahas2 se expresa ocho veces mas en hoja
gque en raiz mientras que en el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas
para ahas2 entre hoja y raiz. Estas discrepancias pueden estar dadas por los diferentes
estadios de los tejidos utilizados, ademas de las diferencias técnicas anteriormente

mencionadas.

Las mutaciones, tanto naturales como inducidas, que confieren resistencia a
inhibidores de AHAS en girasol fueron encontradas sélo en ahasl por lo que se ha inferido
gque este gen codificaria para la isoforma principal de la subunidad catalitica de AHAS (White
et al., 2003; Kolkman et al., 2004; Hawley, 2005; Sala et al., 2008b; Sala y Bulos, 2012a).
Sin embargo, el gen ahas2 se ubica en una regién de bajo polimorfismo (Kolkman et al.,
2004) por lo tanto este hecho también debe tomarse en consideracion dado que puede
explicar que no se hayan encontrado mutantes para el mismo. Si bien ahasl corresponde al
transcripto mas abundante en hoja, considerando los resultados del presente trabajo se
deduce que el aporte de ahas2 al pool de enzima no resulta despreciable. Futuras
investigaciones deberian ser llevadas a cabo para conocer los niveles de genes ahas en
otros tejidos y estadios de desarrollo. En particular, seria interesante cuantificar la expresion
en tejidos reproductivos dado que en otras especies como colza y algodon se encontraron
isoformas AHAS de expresion especifica en ovulos y tejidos extra-embrionarios (Ouellet et
al., 1992) y anteras (Grula et al., 1995). En este sentido, es interesante considerar que el
tratamiento con imazapir en estadios reproductivos de plantas de girasol de genotipos
resistentes produce esterilidad. Si bien no se conoce la causa de este hecho, podria
atribuirse a la inhibicion de isoformas diferentes de la codificada por ahasl, el cual porta

alelos resistentes en dichos materiales (Sala y Bulos, 2012b).

La presencia de multiples copias ahas puede reflejar el origen evolutivo de la especie,
como es el caso de tabaco (Lee et al., 1988), colza (Rutledge et al., 1991), algodén (Grula et
al., 1995) y trigo (Pozniak et al., 2004). Los genes duplicados pueden retener su funcion
original, diversificarse en cuanto a su regulacion o funcion, o silenciarse al menos una de

sus isoformas (Adams y Wendel, 2005). ElI mantenimiento de mas de un gen funcional que
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codifica para AHAS puede resultar a partir de la necesidad de expresion variable de estos
genes en diferentes 6rganos o etapas de desarrollo. A su vez, las diferentes formas de
AHAS pueden tener diferentes propiedades bioquimicas tales como distintos pH 6ptimos o
distintas respuestas a la inhibicion por feedback que permiten mantener el pool de enzima

necesario para el crecimiento de la planta en diferentes condiciones.

En el caso de girasol, la existencia de tres genes ahas puede corresponderse con el
origen paleopoliploide propuesto para el género Helianthus (Jackson y Murray, 1983). A su
vez, considerando que estos genes no poseen intrones y la gran abundancia de
retrotransposones en el genoma de girasol (Cavallini et al., 2010), el origen de la familia
génica ahas podria deberse a eventos de duplicacion por retrotransposicién. El estudio
filogenético de estos genes y sus secuencias flanqueantes en especies del género

Helianthus permitiria dilucidar el origen de esta familia génica.

La respuesta al tratamiento con herbicida a nivel de transcripcion no fue uniforme entre
los genes ahas en los distintos tejidos y genotipos evaluados. El cambio mas pronunciado
se observé para ahas3 en raices de las lineas de genotipos intermedio y susceptible
mostrando un aumento de 4-5 veces. Soélo para hojas de la linea susceptible se encontré
una disminucién en cuanto a los niveles de transcriptos ahas. Los resultados encontrados en
el presente trabajo coinciden en parte con estudios previos realizados en Arabidopsis, los
cuales mostraron que el genotipo resistente tratado con imazapir no exhibia cambios
significativos en su transcriptoma (Manabe et al., 2007). En dicho estudio, el genotipo
susceptible o wild type mostré numerosos cambios en su perfil transcriptémico al ser tratado
con imazapir, incluyendo un leve aumento en la expresion de ahas. Por otro lado, se ha
observado en arroz un efecto inhibitorio del herbicida imazetapir sobre la expresion de ahas
en hojas pero no en raices (Qian et al., 2009). Si bien la regulacion transcripcional no es un
mecanismo de regulacién principal en la sintesis de amino4cidos de cadena ramificada
(Manabe et al., 2007; Odell et al., 1990), existirian diferencias entre especies y tejidos. A su
vez, la transcripcion de cada uno de los genes ahas en girasol pareceria estar sujeta a

diferentes mecanismos de regulacion.

La actividad enzimatica en hojas y raices de plantas control y tratadas con herbicida
pudo ser cuantificada mediante dos metodologias denominadas in vivo e in vitro. Es
importante destacar que, segun lo encontrado en la bibliografia, el ensayo in vivo so6lo se ha
empleado para tejidos aéreos. El protocolo desarrollado en el presente trabajo se constituye
en la primera aplicacion reportada de esta técnica para medir actividad enzimatica in vivo en

raices. Las técnicas in vivo se constituyen en una herramienta importante para investigar de
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manera sencilla la actividad AHAS en diferentes tejidos, estadios reproductivos y genotipos,
tanto para fines de investigacion basica como para su aplicacién en el diagnéstico de

resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS.

Tanto en la cuantificacion relativa de transcriptos como en los ensayos de actividad
enzimética, la mayor expresion de genes ahas se observo en hoja. La relacion hoja/raiz
observada a nivel transcriptémico fue igual a 6 en promedio para los tres genes. En cuanto a
la actividad enzimética in vitro, esta diferencia entre tejidos se magnific6 encontrandose 32
veces mas actividad en hoja que en raiz. Por el contrario, el ensayo de actividad AHAS in

vivo mostré una relacién similar al encontrado a nivel de transcripto.

La correspondencia entre nivel de transcripto y cantidad de enzima pudo ser
corroborada en varios estudios (Degrande et al., 2000; Lee et al., 2011). En un trabajo
reciente, una linea de cebada resistente a imidazolinonas mostr0 una abundancia de
transcripto ahas cuatro veces mayor que la linea original. De igual manera, se observd una
mayor cantidad de enzima en la linea resistente. Los autores sostienen que una mayor
expresion podria compensar una menor funcionalidad de la isoforma mutada y contribuir a la
viabilidad completa de la planta (Lee et al., 2011). Por otro lado, en ciertos estudios se
observd una mayor actividad especifica AHAS para ciertos genotipos que no se
correlacionaba a nivel transcripcional (Dewaele et al., 1997: Yu et al., 2003). En dichos
casos, la mayor actividad medida puede deberse a una distinta funcionalidad de la enzima

en cada genotipo o por modificaciones post-transcripcionales.

La sobreexpresion del gen ahas de A. thaliana en tabaco transgénico resulté en un
aumento de 25 veces la cantidad de transcripto pero sélo el doble de la actividad enzimatica,
sugiriendo una falta de correlacion entre la cantidad de enzima y el ARNm (Odell et al.,
1990). Por otro lado, la falta de niveles igualmente altos de la subunidad regulatoria de la
enzima puede explicar esta falta de correspondencia. Los resultados del mencionado
estudio resultan importantes para entender las limitaciones de la sobreexpresién de genes

ahas como mecanismo de resistencia y sus implicancias agronémicas.

Dado que no se encontraron diferencias entre las lineas evaluadas para la expresion
de AHAS en plantas control, quedaria excluida la posibilidad de que las diferencias
genotipicas en cuanto al grado de resistencia estuvieran asociadas a mayores niveles de
actividad o transcriptos ahas. La sobreexpresion de genes ahas que conlleven a una mayor
actividad enzimatica especifica ho es un mecanismo de resistencia comun para estos
herbicidas. Los dos casos reportados en la bibliografia corresponden a materiales obtenidos

por mutagénesis y seleccion (Harms et al., 1992; Caretto et al., 1994).
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Como se mencion6 anteriormente, los niveles de expresion AHAS por masa de tejido
fueron mayores en hojas que en raices. Resultados similares fueron encontrados para la
actividad AHAS medida en plantulas de maiz (Rubin y Casida, 1985; Sander y Barret, 1989;
Forlani et al., 1991), sorgo (Barret, 1989), haba de Lima (Schmitt y Singh, 1990), trigo
(Dastgheib y Field, 1998) y cebada (Zhang et al., 2009). Por el contrario, en otras especies
como colza o achicoria se reportaron niveles similares de actividad en ambos tejidos
(Degrande et al., 2000; Zhang et al., 2009). Es interesante destacar que la distribucion de la
actividad AHAS en diferentes tejidos varia segun el estadio de desarrollo. Plantas de habas
de 14 dias mostraron una mayor actividad en hojas mientras que a partir de los 28 dias se
revirtid esta situacion, encontrandose un mayor nivel en raices que en hojas (Schmitt y
Singh, 1990).

Las mutaciones que producen cambios aminoacidicos en AHAS y confieren resistencia
a herbicidas pueden causar modificaciones en la actividad enzimatica. En este sentido, se
han encontrado resultados divergentes. En varias especies se ha reportado un aumento en
la actividad especifica de genotipos resistentes (Boutsalis et al., 1999; Fischer et al., 2000;
Yu et al., 2003, Figueroa et al., 2008; Ashigh et al., 2009; Yu et al., 2010) mientras que en
otras se ha reportado lo opuesto (Bernasconi et al., 1995; Eberlein et al., 1997; Preston et
al., 2006; Ashigh y Tardif, 2007) aun para mutaciones equivalentes. Por ejemplo, la
mutacion Trp574Leu aumento la actividad especifica en un 30% en A. thaliana (Chang y
Duggleby, 1998) mientras que la misma mutacion en Xantium sp. resulté en una disminucion
del 80% (Bernasconi et al., 1995). En el presente trabajo, los niveles de actividad AHAS en
plantas control no difirieron entre los genotipos evaluados por lo que la presencia de la
mutacion Ala205Val en las lineas resistente e intermedia no estaria afectando la actividad
enzimatica en girasol. Esta mutacion ha sido encontrada en cuatro especies, tres de las
cuales corresponden a las malezas resistentes Xanthium strumarium (Woodworth et al.,
1996), Amaranthus retroflexus (McNaughton et al., 2005) y Solanum ptychanthum (Ashigh y
Tardif; 2007). En el dltimo caso, se encontré una menor actividad especifica AHAS para el
biotipo resistente. Estas diferencias entre enzimas provenientes de genotipos susceptible y
resistente no estarian necesariamente relacionados con la mutacibn que confiere
resistencia, sino que podrian explicarse considerando diferencias de expresion, estabilidad o

de la capacidad catalitica intrinseca de la enzima de cada biotipo.

La inhibicién enzimética de las imidazolinonas incubadas in vitro no es comparable a la
actividad extractable de plantas tratadas previamente con estos herbicidas (Muhitch et al.,
1987; Stidham y Shaner, 1990; Zhou et al., 2010). Este hecho se debe a que estos

herbicidas son inhibidores enziméticos de union fuerte pero de accién lenta (Muhitch et al.,
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1987; Durner et al., 1991). Considerando estos antecedentes, el ensayo in vitro se realizd
con plantas control y plantas tratadas, midiéndose la actividad AHAS extractable en cada
caso. Los resultados encontrados (Figura 2.10A) son similares a los reportados para girasol
silvestre, en los que el tratamiento con 10 yM imazetapir o imazamox redujo la actividad a
un 62% y 20% con respecto a los controles en biotipos silvestres resistentes y susceptibles,
respectivamente (Al-Khatib et al., 1998; Baumgartner et al., 1999). Del estudio enzimético en
hibridos de girasol cultivado en respuesta a imazamox se desprenden valores de inhibicion
muy similares, 66% y 18% para la dosis de 10 yM (Bozic et al., 2012). Paralelamente se
llevaron a cabo estudios de actividad in vivo, mediante el cual los productos de la enzima se
acumulan en los propios tejidos y luego son cuantificados. Con este ensayo, la inhibicion
enzimatica causada por el tratamiento con 10 yuM imazapir fue mas pronunciada que en el
ensayo in vitro (Figura 2.10). De manera similar, Zelaya y Owen (2004) reportaron para
girasol silvestre una actividad in vivo del 56% en el biotipo resistente y del 3% en el biotipo
susceptible al tratarse las plantas con 10 yM imazetapir, presentando ambos genotipos el

mismo nivel de actividad para los controles.

Los niveles de resistencia observados in vitro en general son mayores que para los
ensayos in vivo, segun lo reportado en trabajos donde se conducen los dos tipos de
experimentos para diferentes especies vegetales (Dastgheib y Field, 1998; Hwang et al.,
2000; Kuk et al., 2003a,b; Kuk et al., 2004; Figueroa et al., 2008). En la mayoria de los
casos, ambas metodologias permiten detectar tendencias similares respecto a lo observado
en cuanto a la fitotoxicidad en planta entera. Los menores niveles de resistencia en ensayos
enzimaticos in vivo, comparados con la respuesta obtenida in vitro, sugieren que factores
adicionales a la inhibicion del sitio de accion como son la absorcion, transporte y
metabolismo del herbicida estarian mediando la respuesta in vivo a los inhibidores AHAS
(Simpson et al., 1995).

En diversas especies con isoformas AHAS susceptibles a herbicidas se ha reportado
que la actividad in vitro en raices resultaba menos sensible a inhibidores de AHAS
comparada con la respuesta en hojas (Rubin y Casida, 1985; Schmitt y Singh, 1990;
Royuela et al., 1991). Un comportamiento similar fue observado en la linea susceptible
evaluada en el presente trabajo, cuya actividad in vitro fue menor al 5% en hoja pero mas de
40% en raices de plantas tratadas con 10 uM imazapir (Figura 2.10A). La respuesta
diferencial entre hojas y raices podria estar relacionada con el comportamiento a nivel
transcripcional, para el cual se observé una induccién en los niveles de transcriptos ahas en

raiz y una inhibicibn en hoja (Figura 2.8C). Esta regulacion génica tejido-especifica
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posibilitaria la presencia de una mayor cantidad de enzima en raices, lo que a su vez podria

“diluir” el efecto del herbicida y arrojar mayores niveles de resistencia en dicho tejido.

Las lineas de genotipo resistente e intermedio coinciden en la constitucién genética
para Imrl (Imrlimrl), portando alelos resistentes para ahasl, mientras que el genotipo
susceptible es homocigota recesivo para este locus. Estas diferencias se vieron reflejadas
en la actividad AHAS, ya que las lineas resistente e intermedia se comportaron de manera
similar mientras que la linea susceptible se vio mas afectada por el herbicida (Figura 2.10).
A su vez, las lineas resistente e intermedia presentaron una mayor inhibicién in vivo en
raices que en hojas (Figura 2.10B), lo que podria corresponderse a una mayor presencia en
raices de isoformas susceptibles codificadas por ahas2 presentes en el pool de enzima.
Esta explicacién resulta consistente con los resultados obtenidos para raices a nivel
transcripcional, en los cuales la expresion de ahasl y ahas2 son equivalentes. De manera
similar, estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado a nivel fenotipico ya que los
parametros de crecimiento radical resultaron los mas sensibles para discriminar grados de

resistencia (Vega et al., 2009; Breccia et al., 2011).
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CONCLUSIONES

» Una mayor abundancia de transcriptos ahas fue encontrada en hoja con respecto a
raices en plantulas de girasol en estadio V2, los cuales se correspondieron a los niveles de

actividad AHAS observados tanto en el ensayo in vivo como in vitro.

» La mayor expresion fue observada en hoja para el gen ahasl. Los menores niveles
de transcriptos fueron encontrados para ahas3. Los genes ahasl y ahas2 mostraron similar

abundancia de transcriptos en raices.

» La respuesta al tratamiento con 10 yM de imazapir difirid6 entre genotipos y a su
vez fue gen y tejido-dependiente. La linea resistente no exhibié cambios significativos en sus
niveles de transcriptos. Raices de las lineas de genotipos intermedio y susceptible
mostraron un aumento de 4-5 veces en la expresion de ahas3. Sélo para hojas de la linea
susceptible se encontré una disminucién en cuanto a la abundancia de transcriptos ahas en

respuesta al tratamiento con herbicida.

» La actividad AHAS in vitro se vio afectada por la aplicacion de imazapir s6lo para
hojas de la linea susceptible. La actividad en raices mostré una menor sensibilidad a la

inhibicion por el herbicida.

» Para la actividad enzimatica in vivo se encontr6 una mayor inhibicion causada por
el tratamiento con herbicida que en el ensayo in vitro. El genotipo susceptible fue el mas
afectado. A su vez, las raices mostraron una disminucion mas pronunciada que en hojas

para las tres lineas evaluadas en el ensayo in vivo.
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CAPITULO 3:
Efecto de inhibidores de citocromo P450 monooxigena sas

sobre la resistencia a imazapir

INTRODUCCION

El metabolismo de un herbicida incluye a todas aquellas reacciones bioquimicas que
producen la modificacién en la estructura quimica de la molécula de herbicida. Un cambio
guimico menor en el compuesto puede causar un cambio drastico en su actividad biologica
(Cole, 1994). Cuando los procesos metabdlicos transforman el herbicida a compuestos no
toéxicos y minimizan la cantidad de herbicida activo que alcanza el sitio de accion son
considerados mecanismos de resistencia o tolerancia (Preston, 2004; De Prado y Franco,
2004).

Las plantas superiores estdn equipadas de un sistema amplio y versatil de enzimas
gque las protegen de la accion fitotoxica de los herbicidas y otros xenobiéticos, o sea de
aquellos compuestos quimicos extrafios presentes en el medio ambiente (Van Eerd et al.,
2003; Sandermann, 2004; Kvesitadze et al., 2006). Algunas plantas son tolerantes a ciertos
herbicidas que afectan a especies cercanas, este fendmeno se conoce como selectividad y
se basa en la capacidad diferencial de detoxificacion del compuesto (Kreuz et al., 1996;
Carvahlo et al., 2009). La selectividad es un fendbmeno explotado en la agricultura para el
control de malezas en cultivos que son tolerantes a un herbicida en particular (Brown, 1990;
Cole, 1994). Esta propiedad también se ha utilizado para producir cultivos resistentes por
ingenieria genética (Cole, 1994; Tan et al., 2006; Duke, 2011). Por otro lado, el metabolismo
del herbicida es uno de los mecanismos de resistencia en malezas que emergen por el uso
continuo de los mismos (De Prado y Franco, 2004; Powles y Yu, 2010; Beckie y Tardif,
2012).

El metabolismo de los herbicidas puede describirse en cuatro fases: (I)
funcionalizacion o activacion, (II) conjugacion, (Ill) deposicibn o compartimentacion y (1V)
degradacion adicional (Yuan et al., 2007). Estos procesos se esquematizan en la Figura 3.1.
En la fase I, las moléculas de herbicida son activadas para que ciertos grupos funcionales
sean expuestos a las enzimas de fase Il. Las reacciones de fase | incluyen reacciones
guimicas como oxidacion, reduccion o hidrdlisis y en algunos casos producen metabolitos

menos toxicos e hidrosolubles (Van Eerd et al.,, 2003). Las reacciones de oxidacion
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Figura 3.1. Metabolismo de xenobidticos y probables vias asociadas. X y XZ son herbicidas, Z
representa a un grupo electrofilico dentro de la molécula de herbicida que puede ser desplazado por
glutation (GSH) u otro grupo conjugable (RH). P450: citocromo P450 monooxigenasa, RE: reticulo
endoplasmatico, GT: glucosiltrasferasa, Glu: glucosa, GST: glutatiébn-S-transferasa, T: transferasa.
Adaptado de Kreuz et al. (1996), Coleman (1997) y De Prado y Franco (2004).
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mediadas por las citocromo P450 monooxigenasas (P450s) u oxidasas de funcion mixta
juegan un rol importante de detoxificacion en la fase | (Siminsky, 2006). La fase Il involucra
la conjugacion del herbicida activado con una molécula mas grande e hidrofilica que permite
el reconocimiento por los transportadores de fase Ill. Los xenobioticos puede conjugarse
con, glucosa, otros azucares, glutation, otros aminoacidos o péptidos (Coleman, 1997;
Cummins et al., 2011). Esta transformacion enzimatica produce una molécula mas polar y
menos toxica. En algunos casos, los herbicidas pueden ser directamente conjugados sin
haber sufrido reacciones de fase | (Kreuz et al., 1996). También pueden ocurrir
conjugaciones secundarias, siendo el caso mas comun la esterificacion con malonato de los
gluco-conjugados (Van Eerd et al., 2003). En la fase Ill ocurre el transporte de la molécula
conjugada hacia la vacuola o al espacio extracelular mediante transporte activo. Los
transportadores de tipo ABC son el grupo mas comudn involucrado en esta fase (Klein et al.,
2006; Conte y Lloyd, 2011). Finalmente, la fase IV corresponde a procesos adicionales de

degradacién en la vacuola o en el espacio extracelular (Yuan et al., 2007).

Cuatro grandes familias de proteinas han sido involucradas en la detoxificacién de
herbicidas: las citocromo P450s que actuan en la fase | (Werck-Reichhart et al., 2000;
Siminsky, 2006), las glutation-S-transferasas (Dixon et al., 2002; Cummins et al., 2011) y las
glicosiltransferasas (Breton et al.,, 2006; Lairson et al., 2008) en la fase Il y los
transportadores ABC (Kang et al., 2011) involucrados en la fase Ill (Yuan et al., 2007). En
cuanto a la resistencia a herbicidas encontrada en malezas, los tres primeros sistemas
enzimaticos mencionados fueron implicados en mecanismos mediados por metabolismo. A
su vez, se han reportado enzimas especificas involucradas en la resistencia a herbicidas,
como ser la aril-acilamidasa que cataliza el metabolismo de propanil (De Prado y Franco,
2004; Preston, 2004; Powles y Yu, 2010; Beckie y Tardiff, 2012).

Las citocromo P450s constituyen una de las familias mas abundantes en plantas (245
en Arabidopsis), siendo la tercera familia génica después de las proteinas con caja F y los
receptores tipo kinasas. Al presente, 5100 secuencias de citocromo P450s de plantas han
sido anotadas. Estas proteinas tienen una funcién clave en generar la diversidad quimica
propia de las plantas y resultan un excelente espejo de su evolucién y del rol del
metabolismo en el desarrollo y la adaptacién (Bak et al., 2011; Nelson y Werck-Reichhart,
2011).

Las citocromo P450s se encuentran en la superficie citoplasméatica del reticulo
endoplasmatico y catalizan reacciones extremadamente diversas sobre una gran variedad

de sustratos. En general, éstas se basan en la activacion del oxigeno molecular con la
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posterior insercion de uno de sus &tomos sobre el sustrato y la reduccion del otro &tomo de

oxigeno para formar agua:
R-H + O, + NADPH + H* —> R-OH + H,0 + NADP*

De esta manera se clasifican como monooxigenasas dependientes de NADPH. Los
electrones del NADPH son transferidos uno por uno a través de flavoproteinas asociadas
denominadas citocromo P450 reductasas (Jensen y Mgller, 2010). Las citocromo P450s
reducidas pueden unir monoxido de carbono en vez de oxigeno, lo que resulta en el
corrimiento del maximo de absorbancia hacia 450 nm (Omura y Sato, 1964) lo que llevé a
nombrarlas como P450: “Pigmentos que absorben a 450 nm” (Werck-Reichhart y
Feyereisen, 2000; Schuler y Werck-Reichhart, 2003).

Todas las citocromo P450s poseen un sitio activo en comudn, con el hierro del grupo
hemo coordinado al tiolato de una cisteina conservada. A pesar de la baja identidad a nivel
de secuencia primaria, estas proteinas presentan la misma topologia y plegamiento
tridimensional (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000; Schuler y Werck-Reichhart, 2003). La

representacion esquematica de estas enzimas y su estructura se muestra en la Figura 3.2A.

Ademas de las reacciones de hidroxilacion anteriormente mencionadas, las citocromo
P450s catalizan una gran variedad de transformaciones quimicas sobre una miriada de
sustratos dentro de las que se incluyen desalquilaciones, isomerizaciones,
descarboxilaciones, desaminaciones y desesterificaciones (Werck-Reichhart y Feyereisen,
2000; Schuler y Werck-Reichhart, 2003; Mizutani y Sato, 2011)

El sistema comun de nomenclatura para los genes de citocromo P450s de todos los
organismos se basa en la identidad de la secuencia aminoacidica (Figura 3.2B). Las
secuencias que comparten mas del 40% de identidad son agrupadas en la misma familia y
designadas como CYP seguido de un numero (CYP1, CYP2, etc.). Las secuencias con mas
de 55% de identidad se dividen en subfamilias nomencladas con caracteres alfabéticos
(CYP1A, CYP1B, etc.). A su vez, numeros adicionales son utilizados para designar los loci
individuales (CYP1A1, CYP1A2, etc.) y las variantes alélicas (v1, v2, etc.) (Schuler y Werck-
Reichhart, 2003). Los nombres de P450s de plantas son asignados desde CYP71A a
CYP99XY y de CYP701A en adelante (Bak et al., 2011). Cada uno de los genes fue
nombrado en orden cronoldgico por el comité de nomenclatura de P450*. Cabe mencionar
gue las reglas de nomenclatura tienen varias excepciones en plantas debido a los eventos

de duplicacion génica y reorganizacion que adicionan dificultad al proceso de anotacién. Por

! http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html
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Figura 3.2. (A) Estructura de citocromo P450 monoxigenasas (P450s) de plantas. Las citocromo
P450s y las reductasas asociadas se localizan en la membrana del reticulo endoplasmético (RE) por
anclaje de su extremo N-terminal. Una porcién globular también interactia con la membrana. Los
dominios altamente conservados de citocromo P450 se muestran en verde oscuro, dos de los cuales
se ven involucrados en la unién al grupo hemo. Las otras regiones conservadas corresponden a una
regién rica en prolina que conecta la porcion globular con la hélice de unién a membrana (bisagra) y
una porcion de hélice I involucrada en la activacién del oxigeno y la transferencia de protones al sitio
activo. Unos pocos residuos que interactian con la reductasa también son conservados. La mayoria
de las regiones son altamente variables, especialmente aquellas involucradas en el reconocimiento
del sustrato. Existen al menos dos reductasas diferentes en plantas. La funcién de las mismas es
proveer los electrones a la oxigenasa, transfiriéndolos desde NADPH a través de FAD o FMN. (B)
Nomenclatura de citocromo P450s. Adaptado de Werck-Reichhart et al. (2000).

(A regiones de
—/ Uunién a grupo
\ hemo
(B) - subfamilia
familia \ T isoforma
CYPLA1 /
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ello, también se considera la organizacién génica y aspectos filogenéticos para la asignacion
de familias (Bak et al., 2011; Nelson y Werck-Reichhart, 2011).

Dado que las funciones de las citocromo P450s son extremadamente diversas, éstas
pueden hallarse en todo tipo de tejidos y sus patrones de expresion son regulados a través
del desarrollo y en respuesta a numerosos tipos de estrés (Werck-Reichhart y Feyereisen,
2000). Estudios de expresion en microarreglos de 227 genes de Arabidopsis' demostraron la
expresion tejido-especifica de un 43% mientras que 18 genes podrian considerarse de
expresion constitutiva (Ehlting et al., 2008). Las P450s participan en una gran variedad de
vias metabdlicas que incluyen reacciones biosintéticas, catabodlicas y de detoxificacion. Su
rol en el metabolismo anabdlico incluye la sintesis de macromoléculas estructurales (como
lignina, cutina y suberina), de hormonas (giberelinas, auxina, brasinosteroides), pigmentos
como antocianina, compuestos de defensa (isoflavonoides, terpenos, glucosidos
cianogénicos, etc.) y protectores UV (flavonoides, cumarinas, etc.) (Ralston y Yu, 2006; Bak
et al., 2011). Numerosas reacciones corresponden a procesos generales que median
funciones comunes en plantas. En otras ocasiones, existen P450s particulares que catalizan

reacciones especificas de ciertas plantas (Schuler y Werck-Reichhart, 2003).

Ademas de las reacciones biosintéticas anteriormente mencionadas, las citocromo
P450s son responsables del catabolismo de un amplio rango de sustratos enddgenos asi
como también de compuestos quimicos exdgenos como ser herbicidas, insecticidas y otros
contaminantes. La variedad de reacciones mediadas resultan en productos que
normalmente son mas reactivos y mas solubles y permiten continuar las etapas siguientes
de la detoxificacion (Werck-Reichhart et al., 2000; Schuler y Werck-Reichhart, 2003;
Siminsky, 2006).

La participacion de las citocromo P450s en el metabolismo de las principales clases de
herbicidas fue demostrada en numerosos trabajos. La evidencia de ello proviene
principalmente de ensayos bioquimicos utilizando microsomas (Zimmerlin y Durst, 1992;
Polge y Barret, 1995; Topal et al., 1996; GlaBgen et al., 1999; Deng y Hatzios, 2003). Es
importante destacar que la participacion de citocromo P450s en el metabolismo de un
herbicida no significa necesariamente que existe un mecanismo de resistencia mediado por
esta via. La velocidad y la extension de la conversion metabdlica debe ser la adecuada para
proteger a las plantas de la accion del herbicida y de esta manera conferir resistencia o
tolerancia (Siminsky, 2006). Por ejemplo, la hidroxilacion de imazetapir ocurre tanto en maiz

como en soja pero la posterior glucosilacién se produce en mayor extension sélo en plantas

! http://www-ibmp.u-strasbg.fr/~CYPedia/index.html
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de la leguminosa, lo cual explica la diferencia en la tolerancia de estas dos especies (Shaner
y Mallipudi, 1991).

Es interesante destacar que el descubrimiento y la comercializacion de los inhibidores
de AHAS en la década de los ‘90 fue una de las principales fuerzas impulsoras para la
investigacion sobre la participacion de las citocromo P450s en el metabolismo de herbicida
(Siminsky, 2006). Ello se debe a que la selectividad de varios cultivos a estos herbicidas
esta mediada por vias que involucran a las citocromo P450s (Tecle et al., 1993; Persans y
Schuler, 1995; Polge y Barret, 1995; Frear y Swanson, 1996; Koeppe et al., 2000). A su vez,
estas enzimas fueron identificadas como responsables en la tolerancia o resistencia a
inhibidores de AHAS en malezas (Preston et al., 1996; Hinz et al., 1997; Veldhius et al.,
2000; Yun et al., 2001; Park et al., 2004).

El estudio de la detoxificacibn de herbicida mediada por citocromo P450s puede
abordarse mediante distintas aproximaciones. La caracterizacion in vitro de las citocromo
P450s involucradas en la detoxificacibn de herbicidas es dificultosa ya que éstas se
encuentran en bajas cantidades, estdn asociadas a membranas y son muy inestables
(Werck-Reichhart et al., 2000; Siminsky, 2006). Los métodos mayormente utilizados se
basan en la aplicacién in vivo de inhibidores o inductores de citocromo P450s y el posterior
andlisis de metabolitos (Veldhius et al., 2000; Park et al., 2004; Menendez y De Prado, 1996,
1997; Menendez et al., 2006) o la posterior determinacién de fitotoxicidad en planta entera
(Hidayat y Preston, 2001; Osuna et al., 2002; Yasuor et al., 2008, 2009; Beckie et al., 2012).

La reversion de la resistencia debida a la presencia de inhibidores de citocromo P450s
evaluada en planta entera se constituye en una primera aproximacion para detectar
mecanismos de detoxificacibn mediados por esta via. Los principales inhibidores de
citocromo P450s utilizados in vivo son compuestos quimicos como el 1-aminobenzotriazol
(ABT) (Burnet et al., 1993a,b; Bravin et al., 2001; Yasuor et al., 2008) y piperonil butoxido
(PBO) (Christopher et al., 1994; Singh et al., 1998; Osuna et al., 2002), reguladores de
crecimiento como tetcyclasis (Christopher et al., 1994; Maneechote et al.,, 1997) e
insecticidas organofosforados como malation (Fischer et al., 2000; Letouzé y Gasquez,
2001; Yu et al., 2004, 2009; Yasuor et al., 2009; Beckie et al., 2012), terbufos (Frazier et al.,
1993; Buker et al., 2004), clorpirifés (Mallory Smith et al., 1999) o disulfotén (Yasuor et al.,
2008).

Con respecto a la identificacibn de enzimas involucradas en detoxificacion de
herbicidas en el género Helianthus existen algunos antecedentes. En Helianthus tuberosus

se ha identificado el gen CYP76B1 con el que se ha transformado tabaco y A. thaliana
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logrando incrementar la capacidad de metabolizar sulfonilureas (Didierjean et al., 2002). En
girasol cultivado recientemente se ha identificado una linea con tolerancia natural a multiples
herbicidas mediada por isoformas de citocromo P450s revertidas por malation (Kaspar et al.,
2011). Una mayor transcripcion del gen CYP71A10 de girasol seria responsable de la
resistencia a variados herbicidas observada en esta linea (Kaspar et al., 2010). De manera
similar, una fuente alternativa de resistencia a imidazolinonas (MUT31), obtenida a partir de
un programa de mutagénesis y seleccion, mostré ser revertida por malation (Leon et al.,
2012).

Por lo expuesto anteriormente, se propone que uno de los mecanismos que contribuye
a la resistencia a imidazolinonas en girasol podria estar relacionado con el metabolismo del
herbicida mediado por citocromo P450s. El objetivo de este capitulo fue evaluar la respuesta
de plantulas de girasol al tratamiento combinado de herbicida e inhibidores de citocromo
P450s.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron las lineas endocriadas HA425 y HA89 de genotipos resistente
(Imrllmrlimr2imr2) y susceptible (imrlimrlimr2imr2) respectivamente. El origen y la
descripcion de las mismas han sido detallados en el Capitulo 1.

La evaluacién del efecto de inhibidores de citocromo P450s fue llevada a cabo a nivel
de planta completa en plantas jovenes (estadio V2 -dos hojas verdaderas-). Las plantas
fueron obtenidas mediante germinacion en el sistema de multimacetas descripto

anteriormente.

Herbicida e inhibidores de citocromo P450s

Se utilizé6 como herbicida de la familia de las imidazolinonas una formulacion comercial
cuyo ingrediente activo es el imazapir. Los inhibidores de citocromo P450s utilizados fueron

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

|| piperonil butéxido (PBO) 1-aminobenzotriazol (ABT)

Tratamiento combinado de imazapir e inhibidores de citocromo P450s

Se realizaron dos experimentos independientes, uno para cada inhibidor de citocromo

P450s. Los tratamientos evaluados fueron:
v control
imazapir 1 uM
imazapir 10 uM
imazapir 100 pM
inhibidor de citocromo P450s
inhibidor de citocromo P450s + imazapir 1 uM

inhibidor de citocromo P450s + imazapir 10 puM

NN NN NN

inhibidor de citocromo P450s + imazapir 100 uM
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La solucién base de riego consistio en una solucién nutritiva formulada a base de sales
de MS al 25% (Murashige y Skoog, 1962). El riego con agregado de inhibidor de citocromo
P450s se realiz6 en plantulas de 7 dias de manera de permitir la absorcion del mismo sin la
interferencia del herbicida. La aplicacién de herbicida a través de la solucion de riego se
realiz6 al dia siguiente (plantulas de 8 dias) y dicho tratamiento continud hasta el dia 15. La
incubacion de las plantulas se realiz6 en condiciones controladas de temperatura (25 £ 2
°C), fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad) e intensidad luminica (100 pmol m?s™). Se realizaron
ensayos preliminares para el ajuste de las concentraciones a utilizar para cada inhibidor y se
selecciond la mayor concentracion que no causa efectos fitotoxicos: ABT 70 uM y PBO 50
HM.

Se evaluaron las siguientes variables:

area foliar total (AF)
longitud del hipocotilo (LH)

v
v
v longitud de la raiz principal (LP)
v

longitud de la raiz lateral mas larga (LL)

v coloracion de hojas (hue)

La medicion de todas las variables se realizé mediante andlisis digital de imagenes.
Las plantulas fueron seccionadas en parte aérea (hipocotilo y hojas verdaderas) y parte
radical. Los restos de perlita fueron cuidadosamente removidos de los tejidos vegetales
previo a la toma de imagenes. Las partes aérea y radical fueron escaneadas por separado.
Se obtuvieron imagenes digitales para cada tratamiento con una resoluciéon de 300 dpi o
superior. El programa Image J (Abramoff et al., 2004) fue utilizado para evaluar las variables
de parte radical (LP y LL, Figura 3.3 A). Para evaluar las variables de parte aérea (AF, LH,
angulo hue) las imagenes fueron analizadas mediante el programa Tomato Analyzer (Figura
3.3 B) (Rodriguez et al., 2010). El angulo hue es un descriptor de color que puede utilizarse
para cuantificar el cambio en la coloraciébn de las hojas debido a clorosis y/o necrosis
producida por el herbicida. Un valor de hue de 90° corresponde a color amarillo mientras que

180° representa un color verde azulado (Darrigues et al., 2008).
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Figura 3.3 . Analisis digital de imagenes. (A) Interfase del programa ImageJ utilizado para la medicidn
de variables de crecimiento radical (longitud de raiz principal y de raiz lateral mas larga). (B) Interfase
del programa Tomato Analyzer utilizado para la medicion de variables de parte aérea (longitud de
hipocétilo, area foliar y coloracion de hojas).

(A)
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Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

El disefio experimental fue en bloques completamente aleatorizados con 3 repeticiones
para cada combinacion de genotipo y tratamiento. Cada repeticion consistié en 10 plantas
(Ntotal=960).

Los datos se expresaron en base a planta individual. Para cada experimento se
efectuaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de variancia previo al Andlisis de la
Variancia (ANOVA) y se consideraron efectos fijos de herbicida e inhibidor de citocromo
P450s y la interaccion entre ellos. Se compararon los valores medios de las variables
evaluadas para cada genotipo utilizando la prueba de comparacion mdultiple de Tukey (Sokal
y Rolhf, 1969).

El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante el programa estadistico R (R

Development Core Team, 2011).
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RESULTADOS

Evaluacién de la respuesta al tratamiento combinado de imazapir y PBO

Ensayos preliminares permitieron establecer la mayor concentracion de piperonil
butéxido (PBO) que no afectara el crecimiento normal de las plantas. El Andlisis de la
Variancia de los datos obtenidos no encontré efecto significativo de PBO (p>0,05) para
ninguna de las variables evaluadas (Tabla Ill.l), lo que demuestra que la concentracion
utilizada resultdé apropiada para la evaluacion de la resistencia mediada por citocromo
P450s.

En cuanto al crecimiento radical, se detect6 un efecto significativo de tratamiento con
imazapir para las dos lineas evaluadas (Tabla Ill.I). Para la linea susceptible se observé una
mayor disminucion del crecimiento de raices en funcidn de concentraciones crecientes de
herbicida (Figura 3.4). En el caso de la variable longitud lateral mas larga medida en la linea
resistente se observo una interaccion significativa entre PBO e imazapir (Tabla lIl.l). La
mayor diferencia en el crecimiento de raices laterales entre ausencia y presencia de
inhibidor de citocromo P450s se produjo para la concentracion intermedia de herbicida (10

MM imazapir) (Figura 3.4).

Tabla lll.I. Analisis de la Variancia (ANOVA) para las lineas HA425 de genotipo resistente (R) y HA89
de genotipo susceptible (S) considerando efectos de herbicida (IMI) e inhibidor de citocromo P450s
(PBO) y la interaccion entre ellos (IMI*PBO). LP: longitud de raiz principal, LL: longitud de raiz lateral
mas larga, LH: longitud de hipocétilo, AF: area foliar, Hue: coloracién de hojas.

Linea Variable Efecto IMI Efecto PBO IMI*PBO
R LP p<0,001 ns ns
LL p<0,001 ns p<0,05
LH ns ns ns
AF p<0,001 ns p<0,05
Hue p<0,001 ns ns
S LP p<0,01 ns ns
LL p<0,001 ns ns
LH p<0,05 ns ns
AF p<0,001 ns ns
Hue p<0,001 ns ns

ns: no significativo(p>0,05)
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Figura 3.4. Efecto del tratamiento combinado de imazapir y PBO sobre el crecimiento radical de
plantas de la linea resistente HA425 (R) y susceptible HA89 (S). (A) LP (longitud de raiz principal) (B)
LL (longitud de raiz lateral mas larga). Para cada genotipo, letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05). Las barras verticales
representan los errores estandar de cada media (n=3).
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Con respecto al crecimiento aéreo, el Andlisis de la Variancia detecté un efecto
significativo de tratamiento con imazapir para las variables evaluadas excepto para longitud
de hipocétilo en la linea resistente (Tabla Ill.I). La disminucién del area foliar y del angulo
hue en funcion de concentraciones crecientes de herbicida fue mas pronunciado para la
linea susceptible, la cual disminuyé significativamente respecto al control a partir de la

menor concentracion de imazapir evaluada (Figuras 3.5y 3.6).

Para la linea resistente se observé una mayor disminucion del area foliar en presencia
de PBO para la concentracién intermedia de herbicida (Figura 3.5), lo que se tradujo en una

interaccion significativa entre PBO e imazapir (Tabla Ill.1).

Cabe destacar que la coloracion del primer par de hojas verdaderas pudo ser
cuantificada mediante el valor del angulo hue promedio por hoja. La disminucién del valor
hue en funcion de dosis crecientes de herbicida estuvo relacionada con la aparicion de

sintomas en las hojas tales como clorosis y necrosis (Figura 3.7).

Figura 3.5. Efecto del tratamiento combinado de imazapir y PBO sobre variables de parte aérea de
plantas de la linea resistente HA425 (R) y susceptible HA89 (S). (A) LH (longitud de hipocétilo). Para
cada genotipo, letras distintas indican diferencias significativas entre los valores medios segun la
prueba de Tukey (a=0,05). Las barras verticales representan los errores estandar de cada media
(n=3).
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Figura 3.5 (continuacion). Efecto del tratamiento combinado de imazapir y PBO sobre variables de
parte aérea de plantas de la linea resistente HA425 (R) y susceptible HA89 (S). (B) AF (aérea foliar) y
(C) hue (coloracion de hojas). Para cada genotipo, letras distintas indican diferencias significativas
entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05). Las barras verticales representan los
errores estandar de cada media (n=3).
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Figura 3.6. Plantulas de 15 dias de la linea HA89 de genotipo susceptible. Tratamiento control
(atras), imazapir 1 uM (adelante, izquierda) y 100 uM (adelante, derecha).

Figura 3.7. Efecto del herbicida imazapir sobre las hojas de plantas de 15 dias de lineas HA425 de
genotipo resistente (A) y HA89 de genotipo susceptible (B) tratadas con concentraciones crecientes
de herbicida. De izquierda a derecha para cada foto: O (control), 1, 10 y 100 uM imazapir.

(A) Linea Susceptible (B) Linea Resistente
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Evaluacién de la respuesta al tratamiento combinado de imazapiry ABT

El Analisis de la Variancia de los datos obtenidos no mostré efecto significativo
(p>0,05) para el inhibidor 1-aminobenzotriazol (ABT), excepto para la variable longitud de
hipocotilo (Tabla Il1.11). La concentracion utilizada resulté apropiada para el estudio de la
respuesta al tratamiento combinado de herbicida e inhibidor a través de las variables

evaluadas, a excepcion de longitud de hipocétilo.

Se encontrd un efecto significativo de tratamiento con imazapir para todas las variables
evaluadas. Para la linea susceptible se observd una mayor disminucion tanto del
crecimiento de raices (Figura 3.8) como de la coloraciéon de las hojas (hue) y del area foliar

(Figura 3.9) en funcién de dosis crecientes de herbicida.

Para la linea resistente, el Andlisis de la Variancia encontré una interaccion significativa
entre herbicida e inhibidor ABT para la variable longitud de raiz lateral mas larga (Tabla
lII.11). La mayor diferencia en el crecimiento de raices laterales entre ausencia y presencia

de ABT se observo para la concentracion intermedia de herbicida (Figura 3.8).

Tabla llL.1l. Andlisis de la Variancia (ANOVA) para las lineas HA425 de genotipo resistente (R) y HA89
de genotipo susceptible (S) considerando efectos de herbicida (IMI) e inhibidor de citocromo P450s
(ABT) y la interaccion entre ellos (IMI*ABT). LP: longitud de raiz principal, LL: longitud de raiz lateral
mas larga, LH: longitud de hipocétilo, AF: area foliar, Hue: coloracion de hojas. Los valores de AF
para el genotipo susceptible fueron transformados con la funcién logaritmica.

Genotipo Variable Efecto IMI Efecto ABT IMI*ABT
R LH p<0,01 p<0,05 ns

AF p<0,001 ns ns

Hue p<0,001 ns ns

LP p<0,05 ns ns

LL p<0,001 ns p<0,001
S LH p<0,001 ns ns

AF p<0,001 ns ns

Hue p<0,001 ns ns

LP p<0,005 ns ns

LL p<0,001 ns ns

ns: no significativo (p>0,05)
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Figura 3.8. Efecto del tratamiento combinado de imazapir y ABT sobre el crecimiento radical de
plantas de la linea resistente HA425 (R) y susceptible HA89 (S). (A) LP (longitud de raiz principal). (B)
LL (longitud de raiz lateral mas larga). Para cada genotipo, letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05). Las barras verticales
representan los errores estandar de cada media (n=3).
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Figura 3.9. Efecto del tratamiento combinado de imazapir y ABT sobre variables de crecimiento aéreo
evaluadas en plantas de la linea resistente HA425 (R) y susceptible HA89 (S). (A) LH (longitud de
hipocotilo). (B) AF (area foliar). Para cada genotipo, letras distintas indican diferencias significativas
entre los valores medios segun la prueba de Tukey (a=0,05). Los valores de AF para el genotipo
susceptible fueron transformados con la funcién logi,: los valores medios estan calculados en base a
los datos sin transformar y las letras se refieren a las medias de los valores transformados. Las barras
verticales representan los errores estandar de cada media (3 repeticiones).
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Figura 3.9 (continuacion). Efecto del tratamiento combinado de imazapir y ABT sobre la variable de
crecimiento aéreo (C) angulo hue (coloracién de hojas) evaluada en plantas de las lineas resistente
HA425 (R) y susceptible HA89 (S). Para cada genotipo, letras distintas indican diferencias
significativas entre los valores medios segun la prueba de Tukey (0=0,05). Las barras verticales
representan los errores estandar de cada media (3 repeticiones).
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DISCUSION

Numerosos estudios han demostrado que los efectos de los inhibidores de citocromo
P450s evaluados sobre la respuesta a nivel de planta entera se correlacionan con la
capacidad a nivel bioquimico de metabolizar el herbicida mediante dichas enzimas (Burnet
et al., 1993a,b; Christopher et al., 1994; Preston et al.,, 1996; Singh et al.,, 1998). La
reduccion de la resistencia a inhibidores de AHAS por el tratamiento combinado con el
inhibidor PBO ha sido reportada en varias especies, como ser Kochia scoparia (Kwon y
Penner, 1995), Echinochloa phyllopogon (Fischer et al., 2000; Osuna et al., 2002), Zea mays
y Glycine max (Kwon et al., 1995). De manera similar, el inhibidor ABT ha sido utilizado para
demostrar la participacion de citocromo P450s en el metabolismo de estos herbicidas
(Shaner y Mallipudi, 1991).

En el presente trabajo se observé una disminucion significativa del area foliar por el
tratamiento combinado de imazapir 10 uM y PBO en la linea resistente evaluada. Sin
embargo, para el ensayo con ABT no se observo este efecto. El comportamiento diferencial
entre ABT y PBO puede explicarse considerando que estos inhibidores presentan
especificidad para distintas isoformas de citocromo P450s (Preston et al.,, 1996). Los
patrones de la respuesta a inhibidores de citocromo P450s varian en funcién del herbicida
utilizado y de la especie evaluada. Letouzé y Gasquéz (2003) analizaron el mecanismo de
resistencia mdaltiple en una poblacion de Alopecurus myosuroides y encontraron que la
resistencia a sulfonilureas era revertida por la aplicacion de malation pero no de ABT y PBO.
Sin embargo, PBO y malatién resultaron igualmente eficientes para aumentar la fitotoxicidad
de dichos herbicidas en una accesion de Echinochloa phyllopogon (Osuna et al., 2002). Por
otro lado, la reversion se la resistencia a clotoroluron en Lolium rigidum pudo ser observada

en presencia tanto de PBO como de ABT (Burnet et al., 1993a)

En cuanto al crecimiento del sistema radical, para el genotipo resistente se observo
una diferencia significativa en la longitud de raiz lateral mas larga entre ausencia y presencia
de inhibidor de citocromo P450s para la concentracién intermedia de herbicida (10 pM
imazapir), tanto para ABT como PBO. Estos resultados indican que, a diferencia de lo
encontrado en la parte aérea, las isoformas de citocromo P450s involucradas en la
respuesta de raices serian sensibles a los dos inhibidores utilizados. Esta diferencia entre
parte aérea y radical podria sugerir una expresion tejido especifica de las distintas isoformas
de citocromo P450s que estan involucradas en la detoxificacién del herbicida. Una respuesta

similar fue encontrada en la caracterizacion de una linea de girasol con resistencia a
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herbicidas mediada por citocromo P450s, donde se observé reversién por malatién sélo a

nivel aéreo (Kaspar et al., 2011).

Los resultados del presente trabajo sugieren que en la linea resistente evaluada
estaria involucrado un mecanismo de detoxificacion mediado por isoformas de citocromo
P450s revertidas por ABT y PBO. Esta reversion se observo sélo para las variables longitud
de raiz lateral mas larga y area foliar. Es importante destacar que la reduccion en el
crecimiento tanto de las hojas como del sistema radicular, en particular de raices laterales,
fueron caracterizados previamente como parametros sensibles que permiten discriminar los
diferentes niveles de resistencia/susceptibilidad al herbicida durante el desarrollo de las

plantas de girasol.

La coloracién del primer par de hojas verdaderas pudo ser cuantificada mediante el
valor del angulo hue promedio por hoja. La disminucién del hue en funcién de dosis
crecientes de herbicida estuvo relacionada con la aparicién de sintomas en las hojas tales
como clorosis y necrosis. Una cuidadosa evaluacion del color es importante para una
correcta descripcion de la respuesta de las plantas a diversos tipos de estrés. Normalmente
se utilizan escalas cualitativas para dar cuenta del dafio en hojas. Esta identificacién visual
no es una herramienta del todo apropiada y es preferible estimar los parametros de color a
partir de la utilizacion de un cromametro o mediante el analisis digital de imagenes. Estos
métodos permiten cuantificar de manera precisa el color de diversos O6rganos vegetales
(McGuire, 1992; Kwack et al., 2005; Darrigues et al., 2008). El programa utilizado en el
presente trabajo utiliza el espacio de color CIELAB, normalmente usado por los
cromametros, pero con la ventaja de tomar todos los puntos del tejido a evaluar (Rodriguez
et al., 2010).

La resistencia a imidazolinonas bajo estudio proviene de girasol maleza y esta
conferida por un gen principal (Imrl) y un segundo con efecto modificador (Imr2) (Bruniard y
Miller, 2001). Estudios iniciales sobre biotipos de girasol resistente demostraron la existencia
de una isoforma insensible de la enzima AHAS y concluyeron que las pequefias variaciones
observadas en la translocacion y el metabolismo del herbicida no eran suficientes para
explicar la resistencia (Al-Khatib et al., 1998; White et al., 2002). Sin embargo, actualmente
se considera que efectos aparentemente menores pueden tener en sumatoria un fuerte
impacto sobre la respuesta de la planta a los herbicidas. Estos factores menores suelen ser
despreciados por las investigaciones (Gressel, 2009). A su vez, se ha reportado que la

tolerancia o resistencia a inhibidores de AHAS en malezas no es funciébn de un solo
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mecanismo, sino que una interaccion compleja de varios factores son los que determinan el

grado de sensibilidad de un biotipo particular a un herbicida (Carey et al., 1997).

El aumento de la fitotoxicidad del herbicida imazapir inducido por la presencia de
inhibidores de citocromo P450s sélo fue observado en la linea resistente, por lo que se
sugiere que existe un mecanismo de detoxificacion mediado por esa via que contribuye a la
resistencia. Este mecanismo estaria relacionado con el gen Imr2. Cabe destacar que la
reduccion en el crecimiento causada por la presencia de inhibidores de citocromo P450s en
la linea resistente (Imrllmrlimr2imr2) no fue la suficiente como para alcanzar valores
similares a los de la linea susceptible (imrlimrlimr2imr2) tratada con imazapir. Estos
resultados son consistentes con la accién de un gen modificador que afecta parcialmente la
resistencia a herbicidas. La linea resistente posee una isoforma insensible de la enzima
AHAS (Imrl) que explica que los niveles de resistencia sean mayores que la linea

susceptible aln en presencia de inhibidores de citocromo P450s.

Los resultados del presente trabajo coinciden en parte con los de un estudio reciente,
el cual evalud la respuesta combinada de imazapir y malation en lineas de girasol resistente
proveniente de la fuente Imisun (Sala et al., 2012c). La respuesta medida como peso seco
de una de las lineas, IMI-1, mostro diferencias significativas entre ausencia y presencia de
malation, mientras que no se encontraron diferencias para la linea RHA426. Este trabajo
también sugiere que ademas de mecanismos de detoxificacion por citocromo P450s
existirian otros mecanismos no relacionados con el sitio de accién involucrados en la

resistencia a imidazolinonas en girasoles Imisun.

La resistencia mediada por metabolismo resulta de naturaleza poligénica en algunos
casos (Preston, 2003; Busi et al., 2011; Petit et al., 2010) mientras en otro estaria
involucrado un solo gen (Letouzé y Gasquez, 2001). Los estudios de la herencia de la
resistencia a imidazolinonas realizados por Bruniard (2001) sugieren la existencia de otros
genes menores en girasol. Estos estudios se realizaron con una sola dosis para la
identificacion de la respuesta de individuos. En general, se sugiere la evaluacion de
multiples dosis y analisis de seleccion recurrente para la correcta determinacion del tipo de

herencia y los genes involucrados (Gressel, 2009).

El metabolismo de diferentes herbicidas de la familia de las imidazolinonas esta
mediado por distintas isoformas de citocromo P450s (Tecle et al., 1993). Los compuestos
mas lipofilicos, como imazapir e imazaquin, son metabolizados por rutas diferentes a la
involucrada en los compuestos como el imazetapir, que presentan sustituyentes alquilicos

en el esqueleto unido al anillo imidazolinona. La ruta general para estos herbicidas involucra
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la hidroxilacién del sustituyente seguido de la conjugacién de glucosa (Lee et al., 1991). La
transformaciéon metabodlica en el caso de los compuestos sin sustituyentes, como el
imazapir, es un proceso lento y complejo que implica reacciones metabdlicas poco
frecuentes (Tecle et al.,, 1993). La principal ruta de metabolismo del imazapir en plantas
tolerantes involucra la formacién de un metabolito ciclico de baja movilidad y por lo tanto
menos toxico (Shaner y Mallipudi, 1991). Este metabolito inmovil seria resultado de la
hidroxilaciébn en un carbono iminico y una posterior ciclacion entre un nitrégeno del imidazol
y el grupo carboxilico (Figura 3.10). Un metabolito de estas caracteristicas fue observado en
girasol (Diaz Sanchez et al.,, 2002). Probablemente, la actividad de las isoformas de
citocromo P450s involucradas en esta reaccion de hidroxilacion y ciclacibn se encuentre
incrementada en la linea resistente evaluada en este trabajo. Se ha sugerido que
duplicaciones génicas o mutaciones puntuales pueden llevar a la induccion de isoformas de

citocromo P450s y conferir resistencia (Werck-Reichhart et al., 2000).

Dado que el metabolismo de los herbicidas de la familia de las imidazolinonas difiere
para los distintos ingredientes activos (Lee et al., 1991), seria interesante llevar a cabo
ensayos similares a los realizados en el presente trabajo utilizando otros compuestos de
esta familia como ser imazetapir o imazamox. El estudio de los patrones de inhibicion por
distintos inhibidores de citocromo P450s permitiria ampliar el conocimiento sobre las
isoformas involucradas en el metabolismo de los diferentes compuestos de la familia de las

imidazolinonas.

Uno de los grandes interrogantes relacionados con el metabolismo mediado por
citocromo P450s se refiere al nimero y la especificidad de la isoenzimas involucradas en la
detoxificacion del herbicida (Siminsky, 2006). Se sabe que una misma isoforma puede
metabolizar distintos miembros de una familia de herbicidas o compuestos quimicos no
relacionados (Siminsky et al., 1999; Didierjean et al., 2002; Yun et al., 2005; Xiang et al.,
2006). A su vez, se ha demostrado que la misma enzima que cataliza la conversion de

sustratos enddgenos participa en la transformacion de herbicidas (Helvig et al., 1996).

Los ensayos con microsomas no permiten conocer sobre la identidad o la naturaleza
de la enzima P450 implicada en el metabolismo de herbicidas. Debido a las bajas
concentraciones de citocromo P450s y las dificultades asociadas a la solubilizacion y
purificacion de la enzima no han podido caracterizarse las isoenzimas involucradas en
reacciones de interés. Las aproximaciones mediante técnicas de biologia molecular

permitirian avanzar en el conocimiento de este tema. En este sentido, el estudio de las
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Figura 3.10. Rutas metabdlicas probables del imazapir en plantas. La primera reaccién en comun
involucra la formacién del intermediario 1 por hidroxilacién y ciclacion del imazapir. El metabolito 2 es
el principal producto de degradacion en plantas tolerantes. Otros metabolitos presentes en muy bajas
cantidades (3, 4 y 5) corresponden a los productos de hidrélisis del intermediario. Adaptado de Lee et
al. (1991), Shaner y Mallipudi (1991) y Tecle et al. (1993).
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diferencias en las secuencias de ADN entre plantas susceptibles y resistentes o de la
expresion diferencial de isoenzimas compartidas permitiria clonar y caracterizar la isoenzima
de P450 involucrada (Siminsky, 2006).

Dentro de las estrategias exitosamente utilizadas para aislar genes de citocromo

P450s involucrados en el metabolismo de herbicida pueden mencionarse:

- el estudio de mutantes susceptibles a herbicidas normalmente tolerados por la
especie. Por ejemplo, en arroz se identificé el gen CYP81A6 por mapeo fino de la mutacién
bel que otorga susceptibilidad a bentazén y sulfonilureas (Pan et al., 2006; Zhang et al.,
2007). De manera similar, la sensibilidad a multiples herbicidas en maiz mapea en la misma

region que un gen codificante para citocromo P450 (Norbdy et al., 2008).

- el screening al azar de sustratos en sistemas de expresion heterdlogos de citocromo
P450s. Por ejemplo, se pudo aislar el gen CYP71A10 de amplificaciones al azar de
bibliotecas de cDNA de soja y evaluar su capacidad de detoxificacion de herbicidas por
expresion bajo un promotor fuerte en levadura o tabaco (Siminisky et al., 1999; 2000). De
manera similar, el gen CYP71C6vl de trigo y CYP72A18 de arroz fueron aislados a través

de RT-PCR y expresados en levadura (Xiang et al., 2006; Imaishi y Matumoto, 2007).

- el estudio en sistemas heterdlogos de citocromo P450s aislados a partir de su
induccién por quimicos exodgenos. Esta estrategia considera la naturaleza inducible de los
citocromo P450s. Por ejemplo, dos genes fueron aislados de tubérculos de Helianthus
tuberosus tratados con Mn?* y aminopirina (Batard et al., 1998; Cabello Hurtado et al., 1998).
La expresion de uno de los genes, CYP76B1, en levadura, tabaco y Arabidopsis otorgd
resistencia a distintos herbicidas (Robineau et al., 1998; Didierjean et al., 2002). De manera
similar, la expresion heteréloga en levadura de dos genes aislados a partir del cultivo de
células de tabaco tratadas con 2,4D permitio identificar las reacciones quimicas en los que

estaban involucradas las isoformas codificadas por dichos genes (Yamada et al., 2000).

Por lo expuesto anteriormente, las futuras investigaciones que pretendan ampliar el
conocimiento sobre la detoxificacion de herbicidas mediada por citocromo P450s en girasol
deberian incluir experimentos de naturaleza molecular. El estudio de transcriptos
diferencialmente expresados entre las lineas que difieren en el grado de resistencia podria
arrojar luz sobre las secuencias relacionadas al locus Imr2. Otras estrategias de clonado por
RT-PCR y expresion en sistemas heterélogos serian interesantes para ampliar el
conocimiento en lo que respecta a las isoformas de citocromo P450s involucradas en el

metabolismo de herbicidas en girasol.
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CONCLUSIONES

» La evaluacion de la respuesta a imazapir de plantas joévenes tratadas con ABT o
PBO sugiere la presencia de un mecanismo detoxificador de herbicida mediado por

citocromo P450s involucrado en la resistencia a imidazolinonas en girasol.

» Las isoformas de citocromo P450s que participan en el metabolismo de imazapir en

girasol presentan un comportamiento tejido-especifico.

» La via detoxificadora mediada por citocromo P450s presente en el genotipo
resistente estaria relacionada con el segundo locus (Imr2) de efecto modificador, que

contribuye a la resistencia conferida por la mutacion de la enzima AHAS.
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CONCLUSIONES GENERALES

La resistencia a imidazolinonas en girasol pudo ser verificada en etapas tempranas del
desarrollo de plantulas mediante bioensayos en condiciones controladas. La linea
susceptible fue discriminada del resto de los genotipos a los 4 dias desde la siembra a
través de un test germinativo en placa. El crecimiento del sistema radical en plantulas de 8 y
15 dias, germinadas en un sistema de multimacetas en presencia del herbicida imazapir,
presentd una correlacion con la constitucion genética a nivel de los dos loci Imrl e Imr2 que
controlan la resistencia a imidazolinonas en girasoles de la fuente Imisun. La expansion del
primer par de hojas verdaderas y la actividad AHAS in vivo en las mismas permitié distinguir

genotipos que difieren a nivel del locus Imrl.

La actividad AHAS medida tanto in vivo como in vitro fue significativamente mayor en
hoja que en raiz. La misma tendencia se observéd para los niveles de transcriptos ahas.
Estos genes presentan una expresion tejido-especifica. La mayor expresién ocurrié para
ahasl en hoja. En raices, se encuentraron niveles similares para ahasl y ahas2. Los
menores niveles de transcripcion fueron observados para ahas3. El tratamiento con
imidazolinonas produjo respuestas tejido y gen-especificas, por lo que estos genes estarian
sujetos a distintos mecanismos de regulacion. Dado que los niveles de expresion AHAS en
plantulas control no difirid6 entre los genotipos evaluados, los determinantes génicos
adicionales a la mutacion en AHAS relacionados a Imr2 no estarian asociados a

mecanismos de sobreexpresion o patrones alterados de expresion AHAS.

El tratamiento combinado de herbicida con inhibidores de citocromo P450s produjo una
disminucion en la respuesta de las plantas de la linea resistente. Esto sugiere que en la
fuente de resistencia evaluada existiria un mecanismo de detoxificacion del herbicida
imazapir mediado por isoformas de citocromo P450s sensibles a ABT y PBO. Este
mecanismo mediado por metabolismo estaria relacionado al locus Imr2 y completaria a la

resistencia conferida por la mutacién en AHAS (Imrl).
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PERSPECTIVAS

Los bioensayos desarrollados en el presente trabajo podrian extenderse para conocer
la respuesta de esta fuente de resistencia a otros ingredientes activos de la familia de las
imidazolinonas y otras familias quimicas dentro de los herbicidas inhibidores de AHAS. La
caracterizacion de la respuesta frente a otros herbicidas permitiria establecer patrones de
resistencia cruzada. A su vez, podran evaluarse nuevas fuentes de resistencia y materiales
diversos, ya sea de girasol cultivado o silvestre. En este Ultimo caso, podrian adaptarse las
técnicas para monitorear el flujo génico desde los cultivares resistentes hacia las

poblaciones silvestres.

Los planes de mejoramiento tradicionales que consideren entre sus objetivos la
resistencia a inhibidores de AHAS pueden incorporar estas metodologias no convencionales
para asistir los procesos de seleccion. La aplicacién de estos bioensayos permitiria ahorrar

tiempo y recursos dentro del programa.

En el presente trabajo pudo ponerse a punto la cuantificacién de los transcriptos de los
tres genes ahas de girasol mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Seria interesante
la utilizacion de esta metodologia para la evaluacién de otros tejidos y estadios de

desarrollo, lo que permitiria conocer los patrones de expresion de estos genes en girasol.

Para ampliar el conocimiento sobre las isoformas de citocromo P450s que participan
en el metabolismo de los diferentes compuestos de la familia de las imidazolinonas podria
extenderse la investigacion iniciada en este trabajo, utilizando otros compuestos de esta
familia como ser imazetapir o imazamox. A su vez, la realizacion de ensayos similares
empleando inhibidores de citocromo P450s adicionales (malatién, terbufos, etc.) permitiria
establecer los patrones de inhibicion y caracterizar las isoformas de citocromo P450s

implicadas.
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