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Resumen

La cadena arrocera es netamente exportadora en Uruguay, requiriendo de una produccion
competitiva y de alta calidad. Un 35% del drea sembrada con arroz presentd al menos una
planta ha™ de arroz rojo en el aiio 2005-06. El sistema de Produccidn de arroz Clearfield” fue
una respuesta comercial para resolver este problema. Esta tecnologia se basa en la
produccién de semillas de variedades de arroz no transgénicas resistentes a los herbicidas de
la familia de las Imidazolinonas (IMI). Las IMI actian inhibiendo a la enzima ALS que participa
en la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada, por lo que su inhibicidon provoca detencién
del crecimiento y posteriormente la muerte de las especies susceptibles.

En 1998 se generd el primer arroz Clearfield’, mediante mutagénesis con metanosulfonato de
etilo. En los afos siguientes se han desarrollado variedades e hibridos Clearfield” en Estados
Unidos, Brasil y Argentina, utilizados en los campos arroceros del Mercosur.

Los herbicidas inhibidores de la ALS cuando son aplicados de manera frecuente favorecen la
evolucidn de biotipos resistentes de la maleza. En Uruguay han sido aplicados metsulfuron,
bispiribac, penoxulam, imazapir + imazapic, por lo que la poblaciones de malezas han sido

sometidas a una fuerte seleccidén en contra de los individuos susceptibles a estos herbicidas.

La finalidad de este trabajo es contar en el pais con una herramienta que permita detectar
rapidamente biotipos resistentes a los inhibidores de ALS de manera de definir un plan de

manejo racional de las malezas en el arrozal.

La herramienta a ser utilizada es la cuantificacidon de la actividad in vitro de la enzima ALS y
como los diferentes herbicidas la inhiben. Con este fin se utiliza el modelo de arroz Clearfield®
cuyas mutaciones son conocidas, para ajustar y validar la determinacién de la actividad

enzimatica y hacerlas extensivos a otras especies de malezas.



Introduccion

Produccion de arroz en el Uruguay

El cultivo de arroz en Uruguay se basa en un sistema de producciéon de baja intensidad, en
rotaciones con pasturas e integrado con la produccion ganadera (ACA-INIA, 2004). El 60% del
cultivo se realiza sobre campos con distintos largos de retorno (cuantos afios continuos sin
cultivar arroz) y sélo el 40% se siembra sobre rastrojos de arroz del afio anterior. Este sistema
de produccién, sumado a una alta calidad de semilla utilizada por los productores, le otorga al
cultivo de arroz una alta sustentabilidad, con un bajo uso de fertilizantes. (ACA, 2012). Esta
realidad productiva, practicamente Unica en el mundo, es quizd una de las mayores fortalezas
del sistema de produccion uruguayo, frente a un escenario mundial que asigna creciente
importancia a la conservacién del ambiente y a la seguridad alimentaria. Luego de obtener
tempranamente el autoabastecimiento, la produccién nacional se volcé rdpidamente hacia la
exportacion (Aguerre, 2008). El cultivo de arroz ocupa el 1% de la superficie del pais y es el
quinto rubro de exportacién, representando casi el 10 % de las exportaciones totales del

Uruguay, generando 10 mil puestos de trabajo directa o indirectamente (ACA-INIA, 2004).

Malezas asociadas al cultivo

Uno de los factores que atenta contra la productividad y la calidad de la produccion es la
aparicién de malezas asociadas al cultivo del arroz. La maleza que tiene mayor presencia en la
actualidad es el capin (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv) (Saldain, 2006), aunque también
estdn presentes, el arroz rojo o arroz maleza (Oryza sativa), Panicum ditochomiflorum,
Digitaria sanguinalis, Luziola sp., Leersia sp. , y otras de hoja ancha de menor importancia
(Fig.1). El control de estas malezas se realiza a partir de metodologias de manejo agrondmico y

aplicacion de productos quimicos disponibles.



Figura 1 =a) Capin, b) Arroz rojo, c) Digitaria sanguinalis , d) Panicum ditochomiflorum

El capin es una maleza anual, cosmopolita que habita preferentemente en suelos himedos y
ricos en nutrientes (Holm et al, 1977). Tiene un aspecto robusto, con raices fibrosas, hoja sin
ligula, vaina aplanada en estado de plantula y reproduccion por cariopses. La inflorescencia
formada por un racimo de 2-10 cm y presenta varias espigas bien definidas (Fig.2). Las
espiguillas tienen entre 2,8-3,5 mm, son comprimidas, pueden ser aristadas o no. La gluma
inferior tiene 1/2-1/3 de la longitud de la espiguilla y es mucho menor que la gluma superior,

la que presenta cortos cilias.

El éxito de esta maleza se puede atribuir a la produccion de un gran nimero de semillas por
planta, presentar un desarrollo rapido y tener la habilidad de floracién bajo un rango amplio

de fotoperiodos. Las semillas poseen dormancia, lo que permite mantener la viabilidad por



muchos afios, facilitando su persistencia como maleza en los subsecuentes ciclos de cultivo.

Figura 2 = a —b ) espiguilla, c) cariopsis, d)plantula, e) panoja (conjunto de espigas

ramificadas) (Maun y Barrett, 1986)

Estudios experimentales indican que una fuerte presencia de capin puede remover entre 60 y
80 % del nitrégeno del suelo (Holm et al. 1977). En presencia de una fuerte competencia, el
macollaje del arroz se reduce en un 50%, hay una drastica reduccién del nimero de panojas,
altura de la planta, peso del grano y nimero de granos por planta. Para su control, se han
utilizados localmente herbicidas con los principios activos propanil, quinclorac, clomazone,
glifosato, bispiribac y penoxulam. Sin embargo, ninguno de estos herbicidas elimina esta
maleza de forma absoluta. De hecho, existen estudios que demostraron que en su estado

maduro, posee una alta resistencia a los herbicidas (Maun y Barrett , 1986).

El Arroz Rojo (AR) es la segunda maleza de importancia en el cultivo de arroz. Se lo ha definido
como todo individuo Oryza capaz de crecer dentro y cerca de cultivos de arroz o subsiguientes,
pero no cultivado intencionalmente (Smith y Dilday, 2002). Por su similitud fenotipica y

filogenética con el arroz cultivado, es muy dificil combatir esta maleza. Su control por medios



guimicos no selectivos requiere un manejo de alta dedicacidn y frecuentes intervenciones que

comprometen la competitividad (Fischer y Ramirez, 1993).

Los origenes de los AR son multiples. En zonas donde existen arroces silvestres o salvajes como
Asia y Africa, los eventos de hibridacién natural entre éstos y el arroz cultivado, y la posterior
seleccion en las condiciones de cultivo, habrian dado lugar a diferentes momentos de origen
(Delouche et al., 2007). A su vez, el AR llegd a las regiones donde, como en nuestro pais, no
hay especies del mismo género capaces de hibridarse con el arroz cultivado, propagandose en
partidas de semilla contaminada, habituales con anterioridad al siglo XX. Alli los procesos de
seleccion y re-hibridacién dieron y contindan dando lugar a los diferentes biotipos que se

encuentran actualmente.

El AR es generalmente un competidor superior a los cultivares comerciales, debido a su vigor
temprano, mayor macollamiento, mayor tamafo de plantas y capacidad de desgrane. Las
semillas pueden presentar dormancia y mantener su viabilidad por muchos afios (Ortega y
Alvarado, 2005). En las primeras etapas de crecimiento las plantulas de arroz rojo son muy
similares a las del cultivo. Después de la formacién de panojas (paniculas) el reconocimiento
se facilita por la distinta pigmentacidn de las aristas y el pericarpio (desde negro y rojo oscuro,
hasta blanco), asi como la mayor dehiscencia de sus granos. La alta elasticidad del proceso de
germinacién de semillas de arroz rojo, caracterizada por su habilidad para germinar antes del

cultivo y escaparse a los tratamientos para su control, favorece su capacidad competitiva.

Smith (1988) reportd que una competencia temprana de infestaciones relativamente bajas (10
- 20 plantas/m2 de arroz rojo puede ocasionar pérdidas en produccion del 50%. En
Latinoamérica se ha estimado que 24 plantas/ m® pueden causar pérdidas de rendimiento del

75% (Fisher y Ramirez 1993).

A nivel local, la principal estrategia de control del AR ha sido el uso de semilla certificada. Esta
es producida en suelos sin historia arrocera o con descansos prolongados, y se descarta
cualquier lote en el que se detecte la presencia de AR. Actualmente en Uruguay mas del 80%
del area de cultivo se siembra con semilla certificada (Zorrilla de San Martin, 2007). La rotacion

de cultivos, especialmente la rotacién arroz-pasturas, ha sido otra estrategia ampliamente



adoptada lo que ayuda a combatir la maleza y a mejorar las condiciones fisicas y quimicas del
suelo (Agostinetto et al., 2001; Deambrosi, 2009). El hecho de que el arroz cultivado y el AR
sean de la misma especie (Oryza sativa) dificulta el control quimico por herbicidas selectivos.
Sin embargo, pequeias diferencias entre sus ciclos y la altura de la planta hacen posible
mitigar la presencia de AR mediante la aplicacion de herbicidas no selectivos en momentos
especificos y a través del control posicional en combinacién con un determinado manejo

agronémico.

Una alternativa para el control de esta maleza, es el uso de variedades de arroz resistentes a
herbicidas de accion total, lo que posibilita el control selectivo y eficiente de AR. Una
estrategia para la generacidon de arroz resistente a herbicidas ha sido la transgénesis. Por
ejemplo, Monsanto presentd su variedad Roundup Ready, resistente a glifosato, y Bayer la
variedad LibertyLink, resistente a glufosinato (Williams et al, 2010). Ambas propuestas no se

han adoptado en el Mercosur por la utilizacidn de transgénesis en su desarrollo.

Alternativamente, se han generado variedades de arroz resistente a imidazolinonas (IMl)
utilizando técnicas de mutagénesis en lugar de transgénesis. Estas variedades forman parte
el paquete tecnoldgico conocido comercialmente como Sistema de Produccidon de Arroz

Clearfield".

Tecnologia Clearfield

En 1998 se patentéd una linea de arroz resistente a herbicidas inhibidores de la enzima
acetolactato sintasa (ALS) generada mediante mutagénesis con metanosulfonato de etilo
(MSE) y seleccionada por aplicacion de herbicida IMI (Croughan, 1998) (Fig.3). Tras ello se
generaron las variedades de arroz resistente a IMI CL121 y CL141, liberadas comercialmente
en EEUU en 2001. Las lineas mutagenizadas obtenidas por MSE derivadas del cultivar Cypresss
fueron la base para la creaciéon de las variedades CL161 (mutacidn en Sgs3D) vy XL8, puestas en
el mercado a partir de 2003 (Tan et al., 2005). Brasil desarrollé sus propias variedades

resistentes, por introgresién del gen de ALS mutado a cultivares adaptados a la region, en el



caso de IRGA 422-CL (mutacién en Sgs4E) y los hibridos Avaxi CL, Inov CL y Sator CL (Lopes et al.,
2004).Por su parte Argentina generd por mutagénesis sobre variedades locales, un cultivar CL

denominado Puita INTA CL (mutacidon en A1,,T) (Livore et al., 2007).

COMO FUNCIONA
UNA PLANTA CLEARFIELD®

Susceptible ALS

e S —— [

Resistente ALS

Figura 3. Funcionamiento de la tecnologia Clearfield® (BASF, 2010)

Actualmente en Uruguay se utiliza la variedad Puitd INTA CL, Guri INTA CLy el hibrido INOV CL
y anteriormente se plantaba CL 161 y el hibrido Avaxi CL. El sistema de produccion de arroz
Clearfield® que se ofrece en Uruguay implica dos aplicaciones secuenciales de herbicida IMI
denominado KiFix~ (imazapic 17.50%, imazapir 52.50%) de 140 g/h4, la primera en pre-
emergencia, y la segunda dos a tres semanas después (post-emergencia temprana). El paquete
se complementa con una serie de recomendaciones comunes a otras estrategias para
minimizar la presencia de malezas: el uso exclusivo de semilla certificada, la extraccién manual
de plantas de AM durante la floracién y la destruccidon luego de la cosecha de las malezas

presentes en el rastrojo.



El uso persistente de esta tecnologia ha provocado la evolucion de biotipos de AM y
posiblemente también biotipos de capin resistente, lo que esta de acuerdo con la tendencia
mundial de incremento de biotipos resistentes a herbicidas inhibidores de ALS (Fig.4). Estudios
recientes demostraron que los biotipos resistentes de AM surgen a partir de un flujo de genes
de resistencia desde las variedades Clearfield® hacia el AM (Rosas, 2011), encontrandose un
gran numero de individuos con resistencia en sectores donde se utilizaron variedades
Clearfield®. En el caso del capin este mecanismo no es viable, siendo posible que los biotipos
resistentes se generen a partir mutaciones al azar previamente existentes con una frecuencia
muy baja en la enzima que son seleccionadas al aplicar persistentemente el herbicida IMI. Es

necesario realizar estudios moleculares y bioquimicos para fundamentar dicha hipdtesis.
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Figura 4. Biotipos resistentes detectados clasificados por familia de herbicidas, en rojo se

muestran los biotipos resistentes a inhibidores de la ALS (Heap, 2012)
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.Imidazolinonas y su sitio de accidn

Las IMI presentan una estructura molecular comudn: un anillo imidazélico adyacente a un anillo
aromatico variable. Los seis miembros de este grupo disponibles comercialmente son:
imazapir, imazapic, imazetapir, imazaquin, imazamox y metil-imazametabenz (Fig.5) (Roberts,
1998). Las IMI son absorbidas por la planta por via foliar y radicular, traslocadas por xilemay
floema, almacendndose en los puntos de crecimiento; en los cloroplastos interaccionan con su
blanco, la enzima ALS. Esta enzima cataliza el primer paso de la sintesis de aminoacidos de
cadena ramificada (valina, isoleucina y leucina), por lo que su inhibicidon provoca detencién del
crecimiento, amarillamiento de hojas y posteriormente la muerte. En las malezas, se han
descripto diversas mutaciones que disminuyen la afinidad de la interaccion ALS:herbicida por
medio de una sustitucion aminoacidica, sin provocar la pérdida de actividad catalitica. De esa
forma evitan la inhibicion de la enzima por parte del herbicida, por lo que se las denomina

mutaciones de resistencia.

H1C N COOH HO
0
CH3 — N
% CHs N ﬁ O
IMAZAPIC IMAZAPIR
HaC
HaC CH,
HO 0
N
| 0
N
H
HiC N IMAZETAPIR

Figura 5. Estructura quimica de las imidazolinonas mas relevantes a nivel regional

imazapic, imazapir e imazetapir
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Pueden provocar resistencia cruzada, cuando la modificacién estructural producto de la
sustitucion aminoacidica impide la inhibicion por miembros de distintas familias de herbicidas
cuyo blanco es la ALS; o especifica, cuando ésta se restringe a una sola familia o miembro de

una familia (Rao, 2000).

La ALS vegetal estd compuesta por una cuatro subunidades idénticas, cada una de ellas
compuestas por tres dominios (a, By y) y una cola C — terminal (Fig.6). Su actividad requiere de
los cofactores tiamina pirofosfato (TPP), ion Mg** y flavin adenin dinucledtido (FAD). Las IMI
inhiben la ALS al unirse y bloquear el canal de acceso del sustrato. En base a mutagénesis
dirigida, se han identificado cinco sitios de reconocimiento herbicida:ALS cuyas secuencias
aminoacidicas son conservadas: A, Cy D en el dominio a, el sitio Beny, y el Ey en el extremo
C-terminal (Shivrain 2010). Otros inhibidores de la ALS como sulfonilureas (como el
orthosulfamuron), triazolopirimidinas y pirimidiniltiobenzoatos tienen sitios de uniéon que se

solapan parcialmente con el de las IMI (Tranel et al., 2002).

Figura 6. Estructura tridimensional de la ALS vegetal, las cuatro subunidades se muestran

en distintos colores

La ALS cataliza dos reacciones diferentes, condensacidon de dos moléculas de piruvato para dar
acetolactato y la condensacion de a-cetrobuitrato y piruvato para formar acetohidroxibuitrato.

Ambas reacciones son el punto de partida de la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada
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(Fig. 7), esencial para la supervivencia de la planta. El acetolactato obtenido en la reaccion es
dificilmente detectable, la conversion de este a acetoina en medio acido es la base del método

para cuantificar su actividad in vitro.

UH3 L(Hk.')hL)UUH

HO NH2

Threonine
CH3CH2COCOOH CHy CH3COCOOH
« -Ketobutylic acid “°‘¢'H & Pyruvic acid

/jzc“z }/L OH OH
Hac*N CZH‘-O- -o-é-on

Active acetoaldehyde

Acetolactate synthase
(« -Acetohydroxyacid synthase)
CHs CHs
GH2 CHsCOCOH —>» CH3COGHCH:
CH3GOCOH COOH OH
COCH . Acetoin
« -Aceto- « -hydroxybutylic acid « -Acetolactic acid

Figura 7. Reacciones catalizadas por la ALS y la reaccion secundaria de conversion

de acetolactato en acetoina

Métodos de deteccion de resistencia a imidazolinonas.

Existen tres metodologias de laboratorio utilizadas para detectar resistencias a herbicidas:
bioensayos tradicionales, bioensayos enzimaticos y técnicas moleculares basadas en ADN. Los
bioensayos tradicionales se basan en ensayos dosis respuesta utilizando plantulas (Fig. 8) a las
gue se le aplican concentraciones crecientes de herbicida en un nimero grande de individuos.
La potencia y la eficacia del herbicida se evalla cotejando el peso seco o hiumedo obtenido
para cada concentracién aplicada. El grado de resistencia de la muestra problema se
determina basandose en un biotipo sensible. Las técnicas moleculares basadas en ADN se
basan en la deteccién de las mutaciones puntuales o polimorfismos de un nucledtido (SNP, del

inglés single nucleotide polymorphism) en el ADN que dan origen a las sustituciones
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aminoacidias en la enzima ALS. Existen diferentes métodos para la deteccion de SNPs. La
determinacién de la secuencia completa o de algunos dominios del gen es la técnica de
referencia para la identificacién de una nueva mutacién. Otros métodos requieren un
conocimiento previo del polimorfismo ya que se basan en el reconocimiento diferencial de las
secuencias de alelos de resistencia y tolerancia por parte de enzimas de restriccion u

oligonucleétidos disefiados especificamente (Castroagudin y Livore , 2007).

Figura 8. Ensayo dosis respuesta tradicional con dosis crecientes de Kifix de 0; 0,125; 0,25;

0,5; 1,0; 2,0; 4,0 y 8 X (izquierda a derecha) 1X = 140 g ha'1 de Kifix (Saldain 2012).

Por ultimo, los bioensayos enzimaticos pueden realizarse in vitro o in vivo. Los primeros
requieren la extraccidn de ALS conservando su conformacién y funcion fisioldgicas, para medir
su actividad en presencia del herbicida en estudio. Esta se realiza cuantificando
espectrofotométricamente a 525 nm la acetoina, producto inmediato de la accién de la ALS
sobre el piruvato. La cuantificacidn relativa de su actividad en ausencia de inhibidores permite

la deteccion de resistencia por sobreproduccién de enzima blanco (Osuna et al., 2003). Los
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métodos enzimaticos in vivo consisten en incubar en medio de cultivo un fragmento foliar de
la planta en estudio, agregando ademds del herbicida, un inhibidor de la cetoacido
reductoisomerasa (KARI), enzima que sigue a ALS en la via biosintética y cuyo sustrato es la
acetoina. Se homogeneiza el tejido y se determina la concentracidon de acetoina, que sera
directamente proporcional a la actividad de ALS (Corbett y Tardif, 2006). En ambos casos se
intenta hallar la concentracidn de herbicida que reduce la actividad enzimatica en un 50% (lso),
pardmetro indicador de la capacidad de inhibicion de un herbicida contra un determinado
material vegetal. Para indagar el grado de resistencia a un herbicida que presenta una
variedad (RR), se realiza una comparacién con una variedad susceptible conocida (SS), a partir

del célculo del factor de resistencia RF = I5oRR / 150SS (Yasour et al 2009).

Relacion dosis respuesta

En general, las relaciones dosis-respuesta no son de caracter lineal, lo que hace necesario
explorar otro tipo de andlisis. Los ajustes no lineales otorgan un analisis mucho mas
satisfactorio a la hora de obtener pardmetros de significado biolégico. Las curvas dosis
respuesta son de la forma sigmoidea (Streibig, 1988) (Fig. 9a) y existe un gran numero de
ajustes no lineales creados para obtener pardmetros bioldgicos (Ritz, 2010). Las cuatro clases
mas comunes de modelos dosis-respuesta sigmoideos con asintota horizontal son: log

logisticos, log normales, Weibull 1 y Weibull 2.
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Figura 9. a) Curva hipotética dosis - respuesta b) modelo log logistico

Los modelos log logisticos y log normales son simétricos utilizando la dosis con transformacién

logaritmica, los modelos Weibull 1 y 2 son asimétricos utilizando la dosis en escala normal.

Los modelos log logisticos de cuatro pardmetros (Fig.10) son los mas utilizados, se presentan

en variedades de parametrizaciones, simplificaciones y casos especiales. (Ej = Michaelis

Menten)

d—c d—c
flxib,c,d,e) =c+ ——— — =+ ——
‘ I +exp(b(log(x) — log(e))) L+ (3)

&)

Figura 10. Modelo Log Logistico de cuatro parametros

El parametro e equivale a la dosis que reduce en un 50% la respuesta (LDsg, IDsg, EDsp), €l
pardmetro b es la pendiente en el punto de inflexién, el parametro c y d son los limites
inferior y superior respectivamente. Cuando uno de estos dos pardmetros es fijo por ejemplo
¢ = 0, el modelo se transforma en uno log logistico de 3 parametros. (Fig.11), reescribiendo

esta formula se obtiene la ecuacion de Hill:
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d
| +exp(b(log(x) — log(e)))

flx:b.d. e) =

Figura 11. Modelo Log Logistico de tres parametros

Los modelos log normales (Fig. 12) introducen una funcién de distribucion acumulativa (¢).
Este modelo no es muy utilizado en su forma general ya que no hay software estadisticos que
lo utilicen, sin embargo la simplificacion de este modelo, fijando ¢ =0 y d = 1, se obtiene el

modelo probit, usado ampliamente en ensayos dosis respuesta en toxicologia (Finney, 1971).
flx:b,e,d,e) =c+ (d —c)P(b(log(x) — log(e))

Figura 12 = Modelo Log Normal

Los modelos Weibull 1 y Weibull 2 (Fig. 13) son modelos asimétricos muy similares, la
diferencia radica en la ubicacién de la asimetria. El modelo Weibull 1, se utiliza cuando hay
especial interés en valores altos de inhibicion, en la parte baja del grafico, donde se genera
una diferencia significativa entre el modelo log logistico y el Weibull 1. Por lo contrario, el
modelo Weibull 2, se utiliza cuando hay interés en valores bajos de inhibicién en la parte
superior del grafico, donde se diferencia claramente del modelo log logistico y el Weibull 2 (Fig

13) (Ritz 2010).

Para llevar a cabo el ajuste de los datos, se necesita un software estadistico. Son muchas las
opciones comerciales disponibles para realizar esta tarea (SAS, SPSS, Graphpad Prism, Origin
Pro, etc). La ventaja de estos software estadisticos radica en la facilidad de la interface “user
friendly” y la rapidez en el aprendizaje del programa. Por otra parte, tiene la desventaja de no
ser especifico para el trabajo a evaluar, y tiene un costo operativo elevado (licencias de uso).
La alternativa a estas opciones comerciales es el proyecto R. R es un lenguaje de
programacion desarrollado en una plataforma de software libre, con un poderoso paquete

estadistico. (R Development Core Team, 2004). R permite que investigadores desarrollen
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paquetes a la medida del trabajo que realizan. El paquete drc (Ritz y Streibig , 2005) se
desarrollé especialmente para bioensayos dosis respuesta, permite ajustar los datos
experimentales a un gran numero de modelos no lineales, pudiendo calcular facilmente
parametros de interés bioldgico. La desventaja del uso de R es su interfaz poco amigable, y el

lento aprendizaje del programa, debido a que es necesario saber programar.

A flaib,c.d.e) = c + (d — ¢) exp(— exp(b(log(x) — log(e))))

flaeib.c.d,e)=c+ (d —¢)(1 —exp(—exp(b(log(x) — log(e)))))
B
B 7] o .
€ Weibull-2
— 67
E
=
=
is)
£ 4]
°
o
x
2
i)
0 T
0 1 10
Dose (mM)

Figura 13. a) modelos Weibull 1 y Weibull 2 , b) comparacion entre los modelos log logistico

(linea continua), Weibull 1 (punteado largo) y Weibull 2 (punteado corto)
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Objetivo y Estrategia

El objetivo general de este trabajo es desarrollar una herramienta que permita detectar
rapidamente biotipos resistentes a los inhibidores de ALS de manera de definir un plan de
manejo racional de las malezas en el arrozal.

Objetivos especificos

1) Ajustar la metodologia de determinacion de actividad de la enzima ALS en arroces
Clearfield®
2) Determinar las curvas de dosis respuesta para cada combinacién herbicida inhibidores

de ALS/variedad de arroz Clearfield®
3) Ajustar los modelos no lineales correspondientes utilizando el paquete R

4) Ajustar la metodologia de determinacion de actividad de la enzima ALS en capin con

diferente presion de seleccidn por herbicidas IMI.

5) Determinar las curvas de dosis respuesta y ajuste de modelos no lineales para

capin/IMI

Estrategia

Para cumplir los objetivos planteados se evaluaron tres cultivares de arroz CL homocigotos
para las distintas mutaciones del gen ALS (Sgs3D, SessE, A12T) vy tres hibridos CL heterocigotos.
Como testigo susceptible se evalud un cultivar y un hibrido sin mutacién. Se evaluaron dos
biotipos de capin, uno susceptible y uno resistente al herbicida Kifix segun quedd establecido
en el ensayo — dosis respuesta tradicional realizado previamente (Saldain y Sosa, 2012). Para
realizar las curvas dosis — respuesta se utilizaron cuatro herbicidas, tres imidazolinonas
(imazapic, imazapir, imazetapir) y una sulfonilurea (orthosulfamuron) como testigo. Se utilizé R
como el programa principal de analisis de datos, pero se evalué como opcidén secundaria la

version de prueba del Graphpad Prism 5.0.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

Oryza sativa L. (Arroz)

Se analizaron los cultivares homocigotos Puitd INTA CL, IRGA 422 CL, CL 146 e INIA Olimar (sin
mutacion) provistos por INIA y los hibridos heterocigotos Avaxi CL, INOV CL, APSA CL e INOV
ST (sin mutacidn), cuyas semillas fueron donadas por Ricetec (atencién del Ing. Agr. Roberto

Lima). Las semillas fueron plantadas en invernaderos de Treintay Tres y Las Brujas.

Las semillas fueron pregerminadas en papel de germinacién inmerso en H,O destilada o en
placas de petri con gasas mojadas en H,0 destilada y selladas con parafilm. En ambos casos se

dejaron pregerminar en invernadero.

La semilla germinada se trasplanté a macetas cuadradas de 344 cm?® y se colocaron en una
bandeja con agua. En el estadio de 1-2 hojas se fertilizd con 2 o 3 bolitas de urea. En el estadio

de 3-4 hojas se utilizaron para la cuantificacién enzimatica.

Echinochloa crus-galli (Capin)

Las semillas del biotipo sensible a Kifix (EOcl) se obtuvieron de una chacra donde no se habia
utilizado previamente la tecnologia Clearfield® (sin aplicacién de imidazolinonas, ni variedades
genéticamente modificadas). Las semillas del biotipo resistente a Kifix (E3cl) (Factor de
resistencia = 12) se colectaron de sectores de una chacra con distintas historias de aplicacién
de Kiifx y utilizacién de arroces Clearfield, ubicada en Noblia, Cerro Largo (Saldain y Sosa.
2012). Para germinar las semillas del biotipo sensible y el biotipo resistente, se tuvo que pasar
por un paso previo para poder romper la dormancia. Para ello se evaluaron tres tratamientos
en las semillas: a) acido sulfdrico concentrado por 8 min, b ) congelado en himedo y en seco,

c) nitrato de potasio (2% -0,2%) y secado a 40 °C.
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Luego de germinar la semilla se procediod a su crecimiento en invernadero como previamente

fue descripto para el arroz.

Herbicidas

Los experimentos se realizaron con estdndares analiticos de imazapic, imazetapir e imazapir
los que fueron provistos por BASF-Solaris y con el estandar analitico de orthosufamuron

provisto por Lage & Cia.

Para cada herbicida se evaluaron las siguientes concentraciones; orthosulfamuron 0; 0,01
uM; 0,1 uM; 1 puM; 10 uM; 25 uM; 100 puM y 1000 uM; y para los restantes herbicidas: 0O;
0,01 uM; 0,1 uM; 1 uM; 10 uM; 100 uM; 1000 uM y 3000 puM. Se utiliz6 DMSO para las
disoluciones de imazetapir, y acetona para los otros tres herbicidas. Estas concentraciones

fueron seleccionadas para facilitar la obtencién la curva dosis-respuesta.

Actividad ALS

La actividad enzimatica se estimé mediante la cuantificacidn del producto acetolactato, luego
de su conversion a acetoina por descarboxilacion en medio acido de acuerdo a Ray (1984). En
el estadio de 3-4 hojas se cosecharon 10 gramos de material vegetal por cada variedad

utilizada, y se almacenaron a -80°C para su posterior uso.

Extraccion de la enzima

El proceso de extraccidon se realizé en hielo. El tejido se macerd en nitrégeno liquido y se le
agregé tampdn de extraccion (fosfato potasico 0,1M pH 7.5, piruvato de sodio 1mM, cloruro
de magnesio 0,5mM, tiaminapirofosfato 0.5mM, flavina adenina dinucleotido 10uM, DL-
Dithiothreitol 12mM y glicerol 100ml/L) en una proporcién de 1:3; posteriormente se agrego
Polyvinylpolypyrrolidona (PVPP) 60g/L. La mezcla se homogenizé por 3-5 min y luego se
centrifugd a 7000g por 10 min. La mezcla resultante se filtré con gasas estériles_y el filtrado se

centrifugd a 10000g por 20 min
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El sobrenadante se llevd a un 50 % de saturacién con sulfato de amonio ((NH4),SO,), se
estabilizé la solucién por 5 min con agitador magnético, y se centrifugd a 7000g por 10 min. El
precipitado obtenido se resuspendié con tampdn de extraccidon y se desald utilizando una
columna PD10 previamente equilibrada con tampdn de elusion (fosfato de potasio 0.1M pH
7.0, piruvato de sodio 20 mM, cloruro de magnesio 0.5 mM). Finalmente, se colectaron los
primeros 8 ml salientes de la columna en 4 fracciones: 0-2ml, 2-4ml, 4-6ml y 6-8ml. Se evalio
la actividad en las distintas fracciones. Las fracciones con mayor actividad se utilizaron para

todos los ensayos de actividad consiguientes.

Ensayo de actividad enzimatica.

Se cuantificé la actividad ALS en todos los biotipos de arroz y capin descritos, con el agregado
de herbicida o sin el agregado del mismo. Se realizaron 3 repeticiones para cada ensayo por
biotipo con las concentraciones descritas anteriormente. Las mezclas de ensayo (270 pl)
contenian: 150 uL tampdn de ensayo (fosfato de potasio 0.1M pH 7.0, piruvato de sodio 20
mM, cloruro de magnesio 0.5 mM, tiamina pirofosfato 0.5 mM, flavin adenin dinucleotido 10
pUM), 100 pL de extracto y 20 uL de herbicida. La mezcla se incubé a 37 °C por 60 min, y la
reaccion se detuvo con la adicion de 50 plL de acido sulfurico 6N. Para facilitar Ia
descarboxilacion se incubaron a 60 °C por 15 min. Para detectar la acetoina, se realizé el
ensayo de Westerfeld (Westerfeld. 1945) (250 ul de a-naftol 50g/L en hidrdxido de sodio 2.5N
y 250 pL de creatina monohidrato 5g/L en agua), la mezcla se incubd a 60 °C por 15 min, dando
un complejo coloreado. La diferencia de color se midié por espectrofotometria a 525 nm en

espectrofotdmetro Shimadzu UV-160.

Se realizdé un blanco de reaccién, adicionando a la mezcla acido sulfdrico 6N previo a la
inclusion del extracto.
Los valores de absorbancia se transformaron en valores de concentracidon de acetoina a partir

de su coeficiente de extinciéon molar (7.06 x 10 umol/cm).
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Determinacion de la concentracion de proteina total

La concentracion de proteinas total en el extracto se determind por el método de Bradford
(Bradford. 1976). Un ml del reactivo de Bradford (etanol 4.7% (m/v), acido fosférico 8.5%
(m/v), Coomassie Brilliant Blue G-250 0.01% (m/v)) se mezclé con 20 uL del extracto. Se
realizaron medidas de absorbancia a 595 nm, transformdndose en cantidad de proteina
utilizando el coeficiente de extincién molar obtenido a partir de la curva de calibracién

realizada con seroalbimina bovina (rango utilizado 0-60 pg).

Analisis de datos

Los datos obtenidos en los ensayos de actividad se ajustaron a un modelo log logistico de
cuatro variables y al modelo Weibull 1 de cuatro variables, especificos para ensayos dosis
respuesta con herbicidas. Este ajuste se realizd por medio del paquete drc del programa

estadistico R (R Development Core Team, 2004). (Ver anexo).

De esta manera se obtuvieron las curvas de dosis respuesta caracteristicas y los valores de Isg
para cada variedad contra cada herbicida. Se hallé el factor de resistencia, utilizando a INIA

Olimar como variedad susceptible conocida.
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Resultados y discusion

Ensayos dosis- respuesta en variedades de arroz

En primer lugar se puso a punto la técnica de extraccidn y cuantificacion de actividad
enzimdtica. En este punto se determind cual de las fracciones obtenidas de la columna de

desalado tenia la mayor actividad enzimatica (Tabla 1).

Fraccion obtenida de la columna | A. Especifica (umol/h.mg prot.)

!

2-4 ml 74,0 (+1.6)
6-8 ml 0,5 (£0.1)

En las fracciones 0-2 ml y 2-4 ml se detectd la mayor actividad especifica, teniendo en cuenta
la cantidad extracto necesario para realizar bioensayos, se optd por usar ambas fracciones

mezcladas.

Los resultados obtenidos de la actividad in vitro de la ALS en ensayos dosis respuesta en las
ocho variedades de arroz se muestran en las figuras 14 a 17, los pardmetros obtenidos a través

del ajuste no lineal se muestran en la tabla 2.

Como se puede ver en los gréficos de la figura 14, las variedades INOV ST e INIA Olimar (que
no portan mutacién ALS) sufrieron fuerte inhibicidn por parte de los herbicidas utilizados,

obteniéndose valores de Isp en el rango de 0.2 — 10 uM (Tabla 2).

En un punto intermedio se ubicaron los hibridos CL: INOV CL (heterocigoto Sgs3D ), APSA CL
(heterocigoto A1,,T)(Figura 16) y Avaxi CL (heterocigoto Ses3D )(Figura 15), con valores de Isg

en el rango de 180-300 uM frente a la accidn de las tres IMI.
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Figura 14. Curvas dosis-respuesta para el cultivar INIA Olimary para el hibrido INOV ST

(susceptibles), la actividad ALS esta expresada como porcentaje del control sin herbicida.

Las variedades de arroz que mostraron mayor actividad de la enzima ALS frente a la accién de
los herbicidas utilizados, fueron las variedades homocigotas para la mutacion ALS, Puita INTA
CL (homocigoto A;,,T) y CL 146 (homocigoto Sgs4E) (Figura 17). Ambos cultivares se mostraron
efectivos frente a la accidén de las tres IMI, con valores de Isq en el rango de 500-700 uM y
factores de resistencia elevados 80 — 160 (Tabla 2). Resultados similares se encuentran en la

literatura (Avila, 2005).

El cultivar IRGA 422 CL (homocigoto Sgs4E) (Figura 15) mostré un comportamiento muy inferior
a las otras variedades CL frente a la inhibicién por IMI, los valores de Iso (25-35 pM) son
cercanos a los obtenidos en las variedades sin mutacidon ALS. Este comportamiento es
concordante con bioensayos tradicionales realizados con imazetapir (Mariot y Menezes, 2010),

donde IRGA 422 CL mostré muy disminuida su productividad frente a la accion del herbicida.
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Figura 15. Curvas dosis-respuesta para el cultivar IRGA 422 CL y para el hibrido AVAXI CL, la

actividad ALS esta expresada como porcentaje del control sin herbicida.
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Figura 16. Curvas dosis-respuesta para los hibridos INOV CL y APSA CL, La actividad ALS esta

expresada como porcentaje del control sin herbicida.

26




Actividad ALS % del contral

PUITAINTA CL CL 146

4 o 100 —

ey = Ovosvienuen TR T Optestamuen
| NG - S I W TR 3 e
i TN AR 80 a T T

Actividad ALS % del control
1

(=]
|

T T T T - T T T T
0.001 0.1 10 1000 0.001 0.1 10 1000

Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 17. Curvas dosis-respuesta para los cultivares CL 146 y PUITA INTA CL. La actividad ALS esta

expresada como porcentaje del control sin herbicida.

Las tres imidazolinonas se comportaron de forma muy similar con respecto a su poder
inhibitorio in vitro .Se constatd que la sulfonilurea utilizada como control, orthosulfamuron,
tuvo un poder inhibitorio superior al de las imidazolinonas en todas las variedades de arroz

(Tabla 2).

La forma de la curva dosis respuesta obtenida, también aporta informacién (Avila, 2005).
Como se explicéd anteriormente, la representacion grafica del modelo log logistico, tiene forma
sigmoidea. Las curvas obtenidas para las variedades INIA Olimar, IRGA 422 CL e INOV ST,
mantienen la clasica forma de “S” sigmoidea. Al analizar la forma de la curva obtenida para los
hibridos CL, se puede ver que esa forma de “S” se empieza a perder en los ensayos con IMls.
En los cultivares PUITA y CL 146 se aprecia un cambio mas drastico en la forma de la curva. Las
curvas obtenidas en los bioensayos con orthosulfamuron mantuvieron la forma sigmoidea en

todas las variedades de arroz utilizadas.
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Tabla 2. Parametros obtenidos del ajuste al modelo log — logistico de cuatro parametros, RF = Factor

de resistencia (15oR/1505)

Variedad Herbicida Iso (UM Error Std t-valor (DF =71) p-valor RF

AVAXI CL 196.2129 40.8430 13.574107 “

|

I O O O
\

I O I N I
\

I O B B R
\

I O O R B

e O e

PUITA Imazapir 638.6084 152.9289 10.162315 0 83.44
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Ensayos dosis - respuesta en capin

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos dosis respuesta en variedades de
arroz, se aplicé la misma técnica extraccién y cuantificacidon de actividad enzimatica en
presencia de herbicidas (imazapic e imazapir) a dos biotipos de capin (EOcl y E3cl). De esta

manera se evalud la aplicabilidad de la técnica a especies de malezas.

Los resultados obtenidos de la actividad in vitro de la ALS en los ensayos de dosis respuesta
para los biotipos EOcl y E3cl de capin se muestran en la figura 18. En general, se aprecia que el
biotipo resistente mostré mas actividad a una misma dosis del herbicida tanto para el imazapir

como para el imazapic.

= E3cl 100 @ = E3cl

80

Actividad ALS % del control
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Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 18 = Curva dosis-respuesta obtenida con el modelo Weibull.1 de cuatro parametros, la
actividad de la ALS esta expresada como porcentaje del control. lzquierda: curva de concentracion
respuesta utilizando imazapic. Derecha: curva concentracidon respuesta utilizando imazapir. Se

representa en azul el biotipo susceptible y en rojo el biotipo resistente.

A partir de los modelos ajustados, se obtuvieron las concentraciones que inhiben a la mitad de

la actividad de la enzima entre el testigo y la tangente al eje de las abscisas (Iso) para cada
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biotipo contra cada herbicida (Tabla 3). Se calculdé el cociente entre las Isg del biotipo
resistente sobre aquella del biotipo susceptible para obtener el factor de resistencia (FR) y su

significacion estadistica

Tabla 3. Resultados obtenidos de los modelos no lineales Weibull1l con cuatro parametros
ajustados.

Biotipo Isp imazapir (uM)

Ecl3 Resistente 40.7 £8.0

De acuerdo con Heap (2005) para declarar un biotipo con un alto nivel de resistencia se debe
obtener un cociente R/S de 10 o superior en los ensayos realizados .Los resultados demuestran
gue el biotipo que se denomind resistente efectivamente demuestra resistencia a imazapir.
Por otro lado en el caso de imazapic estd en el limite de los pardmetros establecidos,
debiéndose realizar nuevos ensayos para demostrar o no la resistencia. El hecho de que en
ninguna de las corridas la actividad de la enzima fuera cero, podria sugerir un mecanismo de

resistencia de nivel bajo combinado con una mutacién en la enzima ALS.
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Conclusiones y perspectivas

En vista de los resultados obtenidos, se pudo ajustar exitosamente la metodologia de
determinacion de la actividad de la enzima ALS in vitro en arroz y en capin. Esto permitid
determinar las curvas dosis respuesta caracteristicas para cada combinaciéon variedad-

herbicida.

Esta metodologia, sensible a los cambios genéticos de la enzima ALS, va a permitir monitorear
y detectar la adquisiciéon de resistencia en biotipos que afectan la productividad de la

produccién arrocera.

Con respecto a los biotipos de capin, se percibe que los bioensayos in vitro concuerdan con los
hallazgos en los bioensayos tradicionales en plantulas, confirmando el bioensayo in vitro ser
una herramienta rdpida y simple (tiempo estimado del ensayo 3 horas) de monitoreo en

tiempo real para facilitar el control de esta maleza.

Complementando esta metodologia con andlisis tradicionales y moleculares, se puede

dilucidar los mecanismos de resistencia que operan en cada caso.

Como perspectiva al futuro, con intencién de obtener un mayor conocimiento del mecanismo
de resistencia en el biotipo E3cl, se va a secuenciar el gen ALS para determinar si existen
mutaciones que expliquen la diferencia de actividad enzimatica obtenida con respecto al

biotipo EOcl.

Para complementar el desarrollo de la metodologia in vitro, se estudiara el desarrollo de una

metodologia in vivo de cuantificacién de la actividad ALS.
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Anexo = Ajuste de datos en R

(rojo = entradas, azul = salidas)

Al iniciar R, el programa carga por defecto los paquetes basicos de trabajo. Para realizar los ajustes no
lineales, se utilizé un paquete extra, llamado drc. Por lo tanto es necesario cargarlo cada vez que se
quiera utilizar, a través de la funcion library ()
> library(drc)

'drc' has been loaded.
Please cite R and 'drc' if used for a publication, for references type 'citation()' and 'citation('drc')'.
Attaching package: 'drc'

Ya con el paquete activo, lo siguiente es cargar los datos obtenidos en los bioensayos. Esto se puede
hacer construyendo uno por uno los vectores de la base de datos con mucho tiempo y cuidado, o se
puede optar por una opcidén mas rapida y practica, la obtencion de datos desde un archivo csv o txt.
En este caso se describe la obtencién de datos a partir de un archivo csv.

> Olimar =read.csv ( "INIAOLIMAR.csv",header=T,sep = ";")

Para confirmar que efectivamente se construyd una base de datos, se utiliza la funcién class ()
> class(Olimar)

[1] "data.frame"

El objeto “Olimar”, contiene los datos de todos los bioensayos donde se utilizo INIA Olimar, identificado
por Herbicida, por lo tanto esta base de datos tiene 3 columnas (Dosis, Respuesta y Herbicida) y 87
filas.

Luego de cargar los datos, se realiza el ajuste a modelos no lineales disponibles. En este caso se ajusta
un modelo log-logistico de cuatro parametros (LL.4).

> ajuste= drm (Respuesta ~ Dosis,Herbicida, data=Olimar,fct=LL.4())

El objeto “ajuste” contiene los datos de los cuatro pardmetros obtenidos por el programa, para acceder
a ellos, se utiliza la funcién summary ()

> summary(ajuste)
Model fitted: Log-logistic (ED50 as parameter) (4 parms)

Parameter estimates:
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Estimate Std. Error t-value p-value
b:Orthosulfamuron 1.0277e+00 4.5669e-02 2.2503e+01 0.0000
b:Imazapic 1.2930e+00 5.3369e-02 2.4227e+01 0.0000
b:Imazetapir  1.1847e+00 6.1466e-02 1.9274e+01 0.0000
b:Imazapir 1.1651e+00 6.9326e-02 1.6806e+01 0.0000
c:Orthosulfamuron 2.1632e+00 5.5984e-01 3.8639e+00 0.0002
c:Imazapic 3.2249e+00 6.1925e-01 5.2077e+00 0.0000
c:Imazetapir  2.1185e+00 6.4283e-01 3.2955e+00 0.0015
c:lmazapir 8.7001e-01 7.2257e-01 1.2040e+00 0.2326
d:Orthosulfamuron 9.8656e+01 8.7801e-01 1.1236e+02 0.0000
d:lmazapic 9.8771e+01 7.6244e-01 1.2955e+02 0.0000
d:Imazetapir  9.0655e+01 7.7870e-01 1.1642e+02 0.0000
d:Imazapir 9.7340e+01 7.1913e-01 1.3536e+02 0.0000
e:Orthosulfamuron 1.9544e-01 9.4615e-03 2.0657e+01 0.0000
e:Imazapic 3.7708e+00 1.7545e-01 2.1492e+01 0.0000
e:lmazetapir  5.2503e+00 2.6325e-01 1.9944e+01 0.0000
e:lmazapir 1.0030e+01 4.0620e-01 2.4691e+01 0.0000
Residual standard error:

1.746455 (71 degrees of freedom)

De esta manera, se muestran los cuatro pardametros del modelo, para los cuatro herbicidas utilizados.

Para tener una validacién del ajuste realizado, se utiliza la funcion modelFit (), que realiza una

comparacion con el modelo ANOVA (analisis de varianza). Este test indica si existe una diferencia

significativa en la utilizacion del modelo ajustado.
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> modelFit(ajuste)

Lack-of-fit test

ModelDf RSS Df F value p value

ANOVA 58 21.333

DRC model 71216.557 13 40.828 0.000

El p valor obtenido es 0, por lo tanto es significativa la utilizacién del modelo no lineal.

Ya con el modelo ajustado, se puede obtener el valor de |5, y en el caso que fuera de interés I, ,l75, log
, etc.

En este caso, se obtiene Is, con su respectivo error estandar.
> ED (ajuste, ¢(50),ci = "delta")
Estimated effective doses
Estimate  Std. Error
Imazapic:50 3.77082 0.1755
Imazapir:50 8.02951 0.4062
Imazetapir:50  5.25034 0.2633

Orthosulfamuron:50 0.19544 0.0095

El paso final es obtener el gréfico a partir de la funcidon plot (). Si se desea se pueden modificar
parametros como color, tamafio de punto, escala de ejes, etc, anadiendo los argumentos
correspondientes.

> plot (ajuste)
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> pdf ("Olimar.pdf")

> dev.off()

De esta manera se guarda el grafico en un archivo pdf para su posterior uso.
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