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1. RESUMEN

La presencia de biotipos de malezas resistentes a glifosato es un problema creciente en la
agricultura de la zona sur de Chile. En este estudio se empled el método PCR-dCAPS para
detectar la mutacién Prol06 en la enzima 5-enolpyruvilshikimato-3-fosfato (EPSPS) en tres
biotipos de Lolium multiflorum seleccionados como biotipos resistentes. Se analizaron 15 plantas
del biotipo Lm-RR, 14 del biotipo Lm-30 y 14 del biotipo Lm-33, detectandose un 53,3%; 50%;
y 35,7% de individuos mutantes, respectivamente. Todas las mutaciones detectadas fueron de

condicion heterocigoto.



2. SUMMARY.

The presense in weed biotypes resistant to glyphosate is a growing problem in agriculture in the
south on Chile. In this study we used PCR-dCAPS to detect the mutation Pro106 in the enzyme
5-enolpyruvilshikimate-3-phosphate (EPSPS) in three biotypes of Lolium multiflorum selected as
resistant biotypes. 15 plants were analyzed Lm-RR biotype, 14 plants biotype Lm.30 and 14
plants biotype Lm.33, detected 53,35; 50%; and 35,7% of mutants individuals, respectively. All

mutations detected were heterozygous conditions.



3. INTRODUCCION.

El sur de Chile se caracteriza por ser la principal zona productora de cultivos extensivos como el
trigo, el que se ha visto afectado seriamente en su produccion por la aparicion de malezas
gramineas que han desarrollado resistencia a herbicidas. En los Gltimos afios se ha confirmado la
aparicion de biotipos de Lolium multiflorum resistentes al herbicida glifosato, siendo esta la
maleza graminea mas importante en la zona sur debido a su mayor distribucion y abundancia en
cultivos extensivos, comprometiendo asi una mayor superficie con biotipos resistentes. Esta
visible resistencia ocurre generalmente en poblaciones de malezas como resultado de un proceso
de seleccion impartido por el uso frecuente de uno o més herbicidas. El glifosato es un herbicida
post-emergente, sistémico, no selectivo y de amplio espectro capaz de controlar malezas anuales
y perennes. EI modo de accion del glifosato es la inhibicion competitiva de la enzima 5-
enolpyruvilshikimato-3 fosfato sintasa (EPSPS). La EPSPS es la sexta enzima de la ruta
biosintética del acido shikimico, la cual es esencial para la biosintesis de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina, triptofano y tirosina, ademas es donde se origina la sintesis de acido
indolacético, lignina, plastoquinona y la de metabolitos secundarios que juegan un rol importante
en la defensa contra agentes bi6ticos. Mutaciones en el sitio activo de la enzima EPSPS han sido
asociadas a resistencia a glifosato e involucran la sustitucion del aminoacido prolina en la
posicién 106 por serina, alanina, treonina y leucinaa y leucina de la EPSPS en Eleusine indica,
Lolium multiflorum y Lolium rigidum. La identificacion de estas mutaciones en poblaciones de L.
multiflorum es esencial para implementar estrategias de manejo de malezas en cultivos, lo que
conlleva a implementar un método de deteccion que pueda diferenciar los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNPs). EI método dCAPS ha sido usado exitosamente para detectar mutaciones
conocidas asociadas a resistencia a herbicidas por parte de malezas diferenciando alelos que
presentan la mutacion y alelos que no la presentan. El objetivo de este trabajo fue desarrollar e
implementar un método de deteccion de la mutacion Pro106 del gen que codifica para la enzima

EPSPS, en biotipos de Lolium multiflorum del sur de Chile.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA.

4.1 MALEZAS GRAMINEAS RESISTENTES A HERBICIDAS EN EL SUR DE CHILE.

A partir de la década de los noventa en el sur de Chile la aparicion de malezas gramineas
resistentes a herbicidas ha sido un proceso frecuente. Los primeros casos de resistencia se
detectaron en L. rigidum, L. multiflorum y A. fatua a los herbicidas inhibidores de la ACCasa
(Espinoza y Zapata, 2000; Espinoza et al., 2003). La resistencia a partir de esta fecha se ha
expandido a otras areas y se han confirmado casos de resistencia en otras malezas, como es el
caso de Cynosurus echinatus y a otros herbicidas, tales como inhibidores de la ALS y glifosato
(Espinoza et al., 2008). De las cuatro especies presentes en Chile que han presentado resistencia
a herbicidas la de mayor importancia es L. multiflorum, debido a su mayor distribucion y numero
de biotipos resistentes. Estas cuatro malezas corresponden a especies de gramineas anuales de
invierno, por lo que su presencia en época de verano es casi obligada. La numerosa presencia de
estas malezas en los cultivos se debe a su gran produccion de semillas las que se ven favorecidas
por las condiciones edafoclimaticas de la zona sur del pais. Se estima una produccién de 1.700
semillas por planta de ballica (L. multiflorum), 600 semillas por planta de cola de zorro (C.
ecinatus) y 330 semillas por planta de avenilla (A. fatua). Tanto L. multiflorum y L. rigidum
(Bosque et al., 2002) y A. fatua presentan una amplia variabilidad genética lo que les condiciona
una amplia capacidad de adaptacion y supervivencia. Ambas especies de ballicas presentan
polinizacién cruzada (Terrell, 1968), haciendo posible que la resistencia pueda transmitirse a
través de semillas y mediante el polen (Wakelin, 2004). Esto no se da en avenilla y cola de zorro,

las que presentan autofecundacion.

Lolium multiflorum (graminea) es una especie alogama muy difundida en Chile
(principalmente la zona sur) en zonas de intensa actividad agricola. A la fecha en Chile se han
documentado siete biotipos resistentes a glifosato siendo todos ellos ballicas anuales de la

especie L. multiflorum. Los primeros dos biotipos fueron detectados en vifiedos de la zona



central (Pérez y Kogan, 2003), un biotipo en barbecho quimico para cereales en la zona sur
(Espinoza y Diaz, 2005) y cuatro en cultivos de trigo en la zona sur (Espinoza et al., 2008). De
los biotipos detectados en el sur del pais (tabla 1), el primero se identifico como Vil-1 y se
detecto en la localidad de Vilcun, Region de la Araucania, en un sitio de reiteradas aplicaciones
de glifosato bajo condiciones de cero labranza. Los Gltimos biotipos de L. multiflorum resistentes
a glifosato corresponden al LM-30, LM33, LM-45 y LM-54. El biotipo LM-30 fue detectado en
cultivos de trigo en la localidad de Purranque, Region de los Lagos; LM-33 fue detectado en
cultivos de trigo en la localidad de San Juan de la Costa, Region de los Lagos; LM-45 fue
detectado en cultivos de cebada en la localidad de Perquenco, Region de la Araucania; y
finalmente LM-54 fue detectado en cultivo de trigo en la localidad de Lautaro, Region de la
Araucania. Estos biotipos presentan resistencia multiple a glifosato y a herbicidas con otros
mecanismos de accion, lo que les confiere atributos particulares, ya que en otros paises no se han
reportado (Heap, 2011). Las principales causas de la frecuente aparicion de malezas resistentes a
glifosato en el sur de Chile se debe particularmente al sistema de cultivo que se viene
practicando por los agricultores hace mas de dos décadas, la cual se ha caracterizado por el uso
intensivo de cultivos anuales, tendencia al monocultivo de cereales, principalmente trigo y al
sistema de siembra con cero labranza. Este sistema de cultivo ha generado una dependencia del
herbicida glifosato para el control de malezas, incrementando su uso y en consecuencia

produciéndose un proceso de presion de seleccion favorable hacia biotipos resistentes.

Tabla 1. Biotipos de L. multiflorum resistentes a glifosato en el sur de Chile.



Biotipo Ubicacion | Situacion de Afo de Ao de indice de
colecta colecta confirmacion | resistencia
Vil-1 Vilcun, Barbecho 2000 2002 4,6
Region de La quimico
Araucania
LM-30 Purranque, Trigo 2006 2008 > 68
Region de los
Lagos
LM-33 San Juan de Trigo 2006 2008 22
la Costa,
Region de
Los Lagos
LM-45 Perquenco, Cebada 2007 2008 9
Region de La
Araucania
LM-54 Lautaro, Trigo 2007 2008 9,2
Region de La

Araucania




4.2 METODOS DE DETECCION DE POLIMORFISMO EN EL ADN.

Varios métodos han sido desarrollados para detectar polimorfismo de un solo nucle6tido (SNPs),
el cual corresponde a uno de los tipos mas comunes de polimorfismos en el ADN presentes en
poblaciones naturales de plantas. Varios de éstos son dependientes de enzimas de restriccion
para detectar SNPs, pero que comunmente no son utilizados. Dentro de estos se incluyen ensayos
enzimaticos y quimicos (Myers et al., 1985), PCR alelo-especificos (Newton et al., 1989; Wu et
al., 1989), reaccion en cadena de la ligasa (Barany, 1991), analisis de polimorfismo de
conformacién de cadena simple (Labrune et al., 1991), ensayo de incorporacion de nucleétido
por partidores dirigidos (Kuppuswami et al., 1991), huella digital dideoxi (Sarkar et al., 1992) y
ELISA en fase solida basada en los ensayos de ligadura (Nikiforov et al., 1994). Dentro de los
métodos mas utilizados en la deteccion de SNPs encontramos a fragment length polymorphism
analysis (RFLP) (Botstein et al., 1980) y la version basada en la técnica de PCR de esta técnica,
cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) (Konieczny y Ausubel, 1993). Estos métodos
emplean tecnologias simples y utilizan reactivos y equipos comunes en un laboratorio de
biologia molecular. Sin embargo, estos métodos poseen limitaciones para detectar un SNPs
cuando el sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion no esta presente en la secuencia
analizada. Todos los métodos nombrados anteriormente, se ven limitados al momento de ser
utilizados por uno o més de los siguientes puntos: (i) se necesitan equipos especializados y/o
caros, (ii) falta real o percibida de la fiabilidad y/o reproducibilidad, (iii) la necesidad de un
sofisticado andlisis cuantitativo para interpretar los SNPs como un polimorfismos codominante,
y (iv) la necesidad de partidores de oligonuclettidos marcados relativamente caros u otro
reactivo que se utilice. En la técnica CAPS se utilizan partidores especificos para amplificar una
region del gen de interés el templado de ADN y los nucleétidos polimdrficos son detectados
segun la presencia o ausencia del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion. Esta
técnica se ve limitada por tener la necesidad de poseer un sitio de reconocimiento de la enzima
dentro del SNPs que se quiere estudiar. Es por este motivo que se ha efectuado una variante del

método CAPS para suplir con esta limitacién, llamado derived cleaved amplified polymorphic



sequence (dACAPS). En el método dCAPS se crea un sitio de restriccion mediante el disefio de
partidores que contienen una o mas diferencias con la secuencia blanco donde se encuentra la
mutacion de interés. Los partidores utilizados en esta técnica se disefian a traves del programa
dCAPS Finder 2.0 (Neff et al., 2002). Para disefiar e implementar el método dCAPS es necesario
tomar en cuenta las siguientes reglas: (1) los fragmentos originados por la técnica dCAPS deben
tener una longitud de 150-300 pb, (2) el largo de los partidores dCAPS deben ser alrededor de 40
nucleotidos para facilitar la discriminacion de los amplicones digeridos y no digeridos en la
electroforesis en gel de agarosa, (3) los errores generados en los partidores dCAPS no deben
estar presentes en los nucleétidos de la region 3°, (4) los nucleétidos en el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion ubicados en la secuencia del partidor y en el codon
de estudio podrian sufrir una variacion lo que podria causar sustituciones aminoacidicas; y (5) en
el amplicdn no debe existir otro sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion utilizada.
La técnica dCAPS es un método que ha sido usado exitosamente para detectar mutaciones
conocidas asociadas a resistencia de malezas a herbicidas (Kaundun & Windass, 2006)



4.3 RESISTENCIA A HERBICIDAS.

La Sociedad Americana de la ciencia de malezas (WSSA por sus siglas en ingles) define la
resistencia a herbicidas como “la habilidad heredada de una planta para sobrevivir y reproducirse
después de ser expuesta a una dosis de herbicida que normalmente seria letal para el tipo
silvestre”. Todo desarrollo de resistencia a herbicidas involucra un proceso de seleccion ligado
al de variabilidad intraespecifica, es decir, este proceso evolutivo ocurre cuando la frecuencia de
genes dentro de una poblacion cambia como resultado de un proceso de presion de seleccion
impartido por el uso frecuente de uno o méas herbicidas. Debe asumirse que en cualquier
poblacién de malezas pueden existir biotipos resistentes en una baja frecuencia, que resultan de
mutaciones existentes que se dan al azar dentro de las poblaciones. Ademas de la ocurrencia de
resistencia de manera natural, también es posible obtener plantas resistentes a herbicidas a través
de técnicas, tales como, la ingenieria genética o la seleccion de tipos variantes en cultivo de
tejidos 0 mutagénesis (De Prado y Cruz-Hipodlito, 2005). Con el advenimiento de los cultivos
Roundap Ready o cultivos resistentes a glifosato (CRGs) también se produjo la apariciéon de
biotipos resistentes de malezas a través del flujo de genes por hibridacién debido a la analogia
existente entre estos cultivos y las malezas presentes en la naturaleza. La evolucion de resistencia
en una poblacion es detectada cuando la proporcion de biotipos resistentes incrementa
gradualmente sobre la proporcién de biotipos sensibles. Esta evolucidn incrementa su velocidad
cuando la frecuencia inicial de genotipos resistentes es elevada, cuando la resistencia es heredada
por un solo gen y si este es dominante al tratarse de una especie de fecundacion cruzada.
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4.3.1 Mecanismos de resistencia. Se han descrito tres grandes mecanismos que explican la
resistencia a herbicidas por parte de malezas. 1) Los relacionados con el sitio activo del

herbicida, 2) mecanismos fuera del sitio activo y 3) amplificacion génica.

4.3.1.1 Resistencia de sitio activo. Corresponde a la perdida de afinidad por el sitio de accion
del herbicida. Estos sitios por lo general son enzimas especificas que tienen un papel
fundamental en algun paso metabodlico de la planta cuyo bloqueo resulta letal. Esta enzima es
insensible o poco sensible, 1o que se da como resultado a una mutacion puntual en el gen que
codifica para esa proteina. Esta mutacion nucleotidica conlleva a un cambio aminocidico en la
cadena peptidica de la proteina en un lugar critico lo que provoca un cambio en su conformacion
estructural (sin afectar la funcionalidad bioldgica de la enzima en cuestion) alterando la afinidad
de la molécula herbicida por el sitio de accion de la proteina objetivo. Asi la molécula herbicida
no puede efectuar la inhibicion de la funcion enzimatica al verse modificado el sitio de
ligamiento especifico. La resistencia de sitio activo para algunos herbicidas es bien conocida,
existiendo herbicidas que son vulnerables, puesto que presentan varias mutaciones que confieren
resistencia, incrementando frecuencia de biotipos resistentes incluso si antes nunca haber sido
sometidas a seleccion por el herbicida. Este es el caso de la familia de herbicidas que inhiben la
enzima acetolactato sintasa (ALS) que presenta seis lugares altamente conservados donde
mutaciones puntuales confieren resistencia a herbicidas que inhiben esta enzima (Tranel y
Wright, 2002; Whaley et al., 2007). Esto también ocurre con los graminicidas del grupo de
herbicidas que inhiben la enzima acetilcoenzima A carboxilasa (ACCasa), que con al menos seis
mutaciones puntuales en el dominio carboxiltransferasa de la forma plastidica de la ACCasa
confieren resistencia. En tanto, la resistencia a glifosato también puede involucrar una alteracion
en el sitio activo, presentando una mutacion puntual en la enzima 5-enolpyruvilshikimato-3-

fosfato sintasa (EPSPS), la cual es clave en la ruta biosintética de acido shikimico.
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4.3.1.2 Resistencia fuera del sitio activo. Muchos mecanismos confieren resistencia a
herbicidas sin involucrar al sitio activo, lo cual refleja la plasticidad genética de las malezas
(Yuan et al., 2007). Dentro de los mecanismos que confieren resistencia fuera del sitio de accién
a través de la eliminacidén de la accion fitotoxica del herbicida esta la detoxificacion por

metabolizacion, complejos enziméticos y la reduccion de absorcion y translocacion.

4.3.1.2.1 Detoxificacion metabdlica. Es el mecanismo que mas se atribuye a las malezas para
explicar su resistencia y es donde los biotipos resistentes tienen una mayor capacidad de
degradar al herbicida hacia formas no toxicas, comparados con biotipos sensibles de la misma
especie. Este proceso en plantas puede dividirse en tres fases: conversion, conjugacion vy
deposicion. En la conversion los herbicidas que no poseen sustituyentes disponibles (grupos
amonio, hidroxilo, etc) para formar conjugados que son convertidos en metabolitos a través de
reacciones quimicas. El resultado de la conjugacion son metabolitos finales involucrados en la
detoxificacion del herbicida y su naturaleza puede ser diversa (azucares, aminoacidos, péptidos,
lignina, etc). En la deposicion los conjugados glicosidicos son depositados en la vacuola donde
son almacenados. Los de origen aminoacidico son excretados a la pared celular donde son

integrados en el componente de lignina de éstas, formando un compuesto insoluble.

4.3.1.2.2 Complejo enzimatico. Estos mecanismos son diversos pero los principales involucran
dos grandes grupos de isoenzimas, las citocromo P450 (P450) y las glutatién-s-transferasas
(GST) que participan en el metabolismo de Fase | y Fase 11, respectivamente (Yuan et al., 2007).
Estas enzimas cumplen un rol de gran importancia en la defensa de las plantas frente a
situaciones de estres causados por agentes bioticos y abioticos. En plantas este tipo de enzimas
son abundantes y estan involucradas en diversos procesos metabolicos, especialmente

relacionados con metabolitos secundarios, lo que explica su rol en procesos de defensa.
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4.3.1.2.3 Reducida absorcion y translocacién. La caracteristica de este mecanismo es la
reduccion del movimiento del herbicida hacia el sitio de accidn, permitiendo asi que éste se
mantenga funcional. La falta de movimiento del herbicida por parte de la planta corresponde en
un principio a la reduccion de la absorcion y translocacion del herbicida dentro de la planta. El
modo de absorcion depende de las caracteristicas fisicas y quimicas de la molécula de herbicida,
ademaés de la forma de aplicacion, ya sea, post-emergente (penetracion foliar) o pre-emergente
(penetracion radicular). El proceso de translocacion también depende del proceso de aplicacion,
en el caso de aplicacion via foliar el movimiento del herbicida puede realizarse por el floema o el
xilema. A través del xilema el herbicida sigue el flujo de agua libremente hacia las zonas foliares
y espacios intervasculares, mientras que el transporte por el floema depende de dos procesos:
gradiente de concentracion del herbicida entre las células floematicas y mesofilicas, y la

capacidad del herbicida de ser retenido por las células floematicas durante su transporte.

4.3.1.3 Amplificacién génica. La resistencia a herbicidas también puede involucrar elevados
niveles de expresion o de la actividad enzimatica sobre la cual se ejerce el efecto del herbicida.
Este mecanismo confiere resistencia debido a la elevada expresion de la enzima, ya sea la que
presenta una mutacion puntual en el sitio activo o una elevada expresion de la enzima sensible
(Gaines, et al. 2009)
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4.4 GLIFOSATO: HISTORIA'Y MODO DE ACCION.

En 1970 Monsanto descubrid las propiedades del herbicida Glifosato [N (fosfometil)glicina]. En
1974 fue introducido al mercado bajo el nombre Roundap™, y actualmente es considerado el
herbicida mas importante y de mayor uso a nivel mundial (Franz et al. 1997; Baylis 2000;
Powles and Preston 2006). El glifosato es un herbicida post-emergente, sistémico, no selectivo y
de amplio espectro capaz de controlar malezas anuales y perennes. Aungue en un principio este
herbicida fue utilizado en plantaciones de frutales y vifiedos (no-cultivos), su uso comunmente
esta dirigido al control de malezas en cultivos anuales convencionales y cultivos transgénicos
resistentes a glifosato (CRGs) o Roundap Ready (Baylis 2000; Shaner 2000, Woodburn 2000).
El glifosato esta formado por una molécula de glicina y otra de fofonometilo y puede formularse
como diferentes sales (ej., isopropilamina y potasio). Su aplicacion es en forma de rociado sobre
la parte foliar, debido a que si bien se une a componentes del suelo su actividad herbicida es poca
o0 casi nula. Las sales formuladas por el glifosato son moléculas altamente polares, solubles en
agua con bajo caracter lipofilico, lo que hace probable la penetracion de estas moléculas
generalmente, a través de la cuticula, via difusion hacia el apoplasto (Caseley and Coupland
1985; Hess 1985; Franz et al. 1997). En la fase inicial anteriormente sefialada ocurre por lo
general una rapida absorcion, seguida de una fase de mayor duracién en la que la absorcion es
lenta. La absorcion de la fase inicial se ve acelerada a medida que la concentracion de glifosato
aplicado es mayor (Duke et al. 2003). La absorcion del glifosato presente en el apoplasto a través
de la membrana plasmatica de las células de la planta es un proceso lento e involucra tanto
mecanismos de difusion pasiva como mecanismos de difusion activa (Caseley and Coupland
1985; Sterling 1994; Franz et al. 1997). Asi, el glifosato es translocado a la mayoria de los
tejidos de la planta, entrando rapidamente al simplasto siendo extensivamente translocado a
todas las partes de la planta via floema siguiendo el mismo patron de distribucion de los
fotoasimilados. A pesar de que la mayoria del transporte del glifosato se produce de manera
simplastica, también hay transporte apoplastico a considerar, por lo que se reconoce un
movimiento ambimovil por parte del herbicida (Franz et al. 1997). El glifosato interrumpe una

de las rutas bioguimicas mas importante para el crecimiento y desarrollo de una planta, ya que a
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través de esta ruta transita gran parte del carbono fijado en el proceso de fotosintesis y ademas es
donde se origina la sintesis de &cido indolacético, lignina, plastoquinona y la de metabolitos
secundarios que juegan un rol importante en la defensa contra agentes bidticos. Esta ruta
metabolica es la conocida ruta biosintética del acido shikimico, en la cual los productos mas
relevantes son los tres aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina y fenilalanina. Esta ruta se
encuentra presente en bacterias hongos y plantas. En animales monograstricos la fenilalanina y
triptofano, aminoacidos esenciales, son integrados a través de la dieta y la tirosina deriva
directamente de la fenilalanina. Las bacterias utilizan méas del 90% de su energia metabolica para
la biosintesis de proteinas, por lo que la via del shikimato de las bacterias solo cubre la
produccion de aminoacidos aromaticos. En contraste, en plantas desarrolladas estos aminoacidos
son utilizados ademas de la construccion de proteinas, para la formacion de otros componentes
de importancia anteriormente mencionados. La enzima clave en la ruta biosintética del acido
shikimico es 5-enolpyruvilshikimato-3-fostato sintasa (EPSPS) (AF413081). Los sustratos de
esta enzima corresponden al shikimato-3-fosfato y al fosfoenol pirtvico (PEP), la que realiza su
conversion a 5-enolpyruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) y fésforo inorganico a través de una
reaccion reversible. La caracteristica del glifosato que le permite interrumpir esta ruta es su
analogia con PEP, convirtiéndose en un fuerte inhibidor de EPSPS (Steinrucken y Amrhein,
1980). Los tres aminoacidos aromaticos se ven inhibidos en el momento que el glifosato es
tomado por la enzima EPSPS en lugar de PEP , dando como resultado inmediato una
acumulacién de shikimato-3-P que rapidamente es convertido a acido shikimico (Devine et al.,
1993). Esto tiene explicacion debido a que con la fuerte inhibicion de EPSPS se produce una
disminucion en los niveles de arogenato, el cual es el precursor de la fenilalalina y de la tirosina
en esta ruta metabolica. Cuando no hay inhibicién de EPSPS el arogenato se acumula y ejerce
una presion alostérica sobre la enzima DAHP sintasa la cual es fundamental en el suministro de
shikimato-3-P para este proceso. Una vez que la enzima EPSPS esta inhibida por el glifosato los
niveles de arogenato tienden a disminuir liberando de esta presion alostérica a DAHP,
desestabilizando la ruta y produciendo cantidades elevadas de shikimato-3-P (Shiel, 1997). Duke
y Powles en el 2008, afirman que al existir una sintesis desordenada de acido shikimico se

produce una desviacion y disminucion del carbono fijado que transita por esta ruta (20-30%),
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involucrado en la formacion de compuestos intermediarios en otras rutas metabolicas esenciales
(ej., intermediarios para el ciclo de Calvin C3). Esto podria ser una de las razones principales,

ademas de la deficiencia de aminoacidos aromaticos, de la muerte de las plantas tratadas con

glifosato.
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4.5 RESISTENCIA A GLIFOSATO.

Hasta principio de la década de los noventa no existen reportes de biotipos de malezas
resistentes a glifosato, a pesar de su uso generalizado durante un periodo de veinte afios desde su
integracion al mercado en 1974 (Holt et al. 1993; Dyer 1994). La ausencia de biotipos resistentes
se explicaba y atribuia a las propiedades unicas del herbicida, tales como su modo de accion,
estructura quimica, falta de asimilacion metabolica en plantas y su falta de actividad residual en
el suelo (Bradshaw et al. 1997). No fue hasta 1996 que se informo de resistencia a glifosato en
Lolium rigidum en Australia (Pratley et al. 1996). En la tabla 2 se indican las principales especies
de malezas resistentes a glifosato. Hoy en dia la resistencia a glifosato ha sido descrita en 21
especies de malezas con un total de 123 biotipos, distribuidos a lo largo de 17 paises (Heap
2011). Dentro de las especies de malezas resistentes podemos destacar el reporte de Lolium
rigidum en Australia (Powles et al. 1998; Pratley et al.1999) y en EE.UU (Simarmata et al.
2003), Eleusine indica en Malaysia (Tran et al. 1999; Lee and Ngim 2000); Conyza canadensis
en EE.UU (VanGessel 2001; Koger et al. 2004; Main et al.2004); Lolium multiflorum en Chile
(Perez and Kogan 2003) y Brasil (Heap 2007); Conyza bonariensis en Sudéafrica (Heap 2007) y
Espafia (Urbano et al. 2005); Plantago lanceolata en Sudéafrica (Heap 2007); Euphorbia
heterophylla en Brasil (Heap 2007); Sorghum halepense en Argentina (Valverde et al. 2007);
Ambrosia artemisiifolia (Sellers et al. 2005); Amaranthus rudis Sauer (Zelaya and Owen 2005);
A. palmeri (Culpepper et al. 2006) en EE.UU. EI primer mecanismo de resistencia a glifosato
reportado en malezas y mas comun, consiste en una reducida translocacién del herbicida hacia
los tejidos meristematicos y un mayor movimiento acropetalo a la punta de las hojas detectado
en una poblacion de L. rigidum (Lorraine-Colwill., et al 2003). Este mecanismo de reducida
translocacion ha sido descrito en especies de Lolium spp. (Wakelin., et al 2004; Perez-Jones., et
al 2007; y Yu., et al 2007) y Conyza spp. (Koger., et al 2005 y Dinelli., et al 2006). Este
mecanismo otorga cambios en el nivel de resistencia a glifosato de 8 a 12 veces. Mutaciones en
el gen que codifica para EPSPS cercanas al sitio activo también han sido asociadas a resistencia

a glifosato, involucrando cambios en la posicion aminoacidica 106 de EPSPS generando
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sustituciones de Pro a Ser, Ala, Thre y Leu detectadas en E. indica (Baerson., et al 2002; Ng., et
al 2003; Yuan., et al 2005; y Chong., et al 2008) y Lolium spp (Wakelin., et al 2006; Jasieniuk.,
et al 2008; y Simarmata., et al 2008). En poblaciones resistentes a glifosato de E. indica
provenientes de Malasia se han encontrado dos mutaciones diferentes en el gen que codifica para
EPSPS, tratandose de sustituciones en el aminoacido de posicion 106 de Pro a Ser y de Pro a
Thre (Baerson et al. 2002a; Ng et al. 2003). En poblaciones resistentes de L. rigidum
provenientes de Australia y Sudéafrica se encontraron dos sustituciones en el aminoacido 106,
una Pro a Thre y una Pro a Ala, respectivamente (Wakelin and Preston y 2006; Yu et al. 2007).
Recientemente en poblaciones resistentes de L. rigidum provenientes de Sudafrica se detectd la
sustitucion aminoacidica Pro a Leu (Kaundun., et al 2011). En este tipo de mecanismo el nivel de
resistencia otorgado es relativamente bajo resultando un cambio de 2 a 4 veces por lo que su
manejo en el campo ha sido cuestionado. Recientemente un tercer mecanismos de resistencia ha
sido reportado en Amaranthus palmeri y consiste en la amplificacion génica en multiples

cromosomas Y la sobreexpresion simultanea de EPSPS (Gaines., et al 2009).



Tabla 2. Principales especies de malezas resistentes a glifosato en el mundo. (HEAP, 2011).

Especie

NUmero de biotipos resistentes.

Amaranthus palmeri 12
Amaranthus. tuberculatus 7
Ambrosia artemisifolia 7
Ambrosia trifida 12
Chloris truncata 1
Conyza bonariensis 10
Conyza canadensis 24
Conyza sumatrensis 1
Digitaria insularis 5
Echinochloa colona 4
Eleusine indica 4
Euphorbia heterophylla 1
Kochia scoparia 1
Lolium multiflorum 12
Lolium perenne 1
Lolium rigidum 13
Parthenium hysterophorus 1
Plantago lanceolata 1
Poa annua 1
Sorghum halepense 4
Urochloa panicoides 1

18
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5. HIPOTESIS.

A través del método PCR-dCAPS es posible determinar la frecuencia de la mutacion en la
posicion aminoacidoca P106 del gen que codifica para la enzima 5-enolpyruvilshikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS), ademas de identificar individuos mutantes homocigotos y heterocigotos.
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6. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar e implementar un método de deteccidén de la mutacion P106 del gen que codifica

para la enzima EPSPS, en biotipos de Lolium multiflorum del sur de Chile.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Evaluar el método PCR-dCAPS sobre la base de su eficiencia y reproducibilidad en la

deteccién de la mutacién P106.

Determinar la frecuencia de la mutacion P106 en poblaciones de Lolium multiflorum

resistentes.
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8. MATERIALES Y METODOS.

8.1 Material vegetal.

Se estudiaron tres poblaciones de L. multiflorum LmRR, Lm30 y Lm33, las que provenian de
localidades de la IX y X regiones con historial de resistencia al herbicida glifosato. Ademas se
considerd un control negativo (CV Tama) y un control positivo (LmRR-RR) cuya resistencia
habia sido previamente confirmada. Las semillas empleadas son parte del banco de coleccion de
biotipos resistentes del laboratorio de malherbologia de INIA Carillanca. Las semillas fueron
germinadas en placas Petri conteniendo papel humedecido en una camara de crecimiento con un
fotoperiodo de 16 hrs de luz y 8 hrs de oscuridad, para finalmente ser trasplantadas a maceteros
de 1L de capacidad.

8.2 Extraccion de ADN.

Tejido de plantas individuales (20-40 mg) fue macerado en nitrogeno liquido para luego ser
sometido al proceso de extraccion de ADN con el kit HP Plant DNA Kit” (EZNA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se obtuvo ADN de un total de 45 plantas individuales
pertenecientes a los biotipos LmRR (15), Lm30 (14), Lm33 (14), TAMA (1) y LmRR-RR (1).
La concentracion final del ADN para cada una de las muestras se ajustd visualmente a 40-60
ng/ul mediante electroforesis en geles de agarosa empleando un marcador molecular de peso a

una concentracion conocida.
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8.3 Analisis PCR-dCAPS (Derived Cleaved Amplified Polymorfhic Sequences) de la

mutaciéon Prol106.

Se realizaron dos reacciones de PCR mas una reaccion de digestion enzimatica hasta su revelado
e identificacion. EI PCR1 se realizO6 con los partidores EPSPS-L-UP (5-
AGCTGTAGTCGTTGGCTGTGGC-3Y) y EPSP-L-LOW (5-
CCGAACAGGTGGGCAGTCAGT-3"). La mezcla de raccion consistio en 2 ul de Buffer Taq
10X; 0,6 pul de MgClz2 1,5 mM); 1,6 ul dNTP’s (0,2 mM); 1 pl de cada partidor (0,5 uM); 0,2 ul
de Taq polimerasa (5U/ul) y 1 pl de ADNg (10-50 ng/ul) para un volumen final de 20 pl. La
amplificacion se realiz6 en un termociclador PTC-200 DNA Engine Cycler, programado de la
siguiente manera: 94°C por 2 minutos; 31 ciclos de 94°C por 1 minuto , 69,1°C por 30 segundos
y 72°C por 40 segundos; y una extencion final de 72°C por 7 minutos. EI PCR2 de caréacter
semianidado, se realizé con los partidores EP-DCAPS-UP (5°-
CTTCTTGGGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG-3") y EPSP-L-LOW (5°-
AGCTGTAGTCGTTGGCTGTGGC-3"). Los partidores dCAPS se generaron usando el software
DCAPS Finder 2.0 (Neff et al., 2002). La amplificacion se realiz6 en un termociclador PTC-200
DNA Engine Cycler, programado de la siguiente manera: 94°C por 30 segundos; 31 ciclos de
94°C por 10 segundos, 67°C por 10 segundos y 72°C por 15 segundos; y una extension final a
72°C por 7 minutos. Los productos del PCR2 fueron digeridos con la enzima Mscl de Fermentas
que reconoce el sitio de restriccion TGGCCA. La digestion de un volumen final de 20 pl
contuvo 2 pl de Buffer R, 0,5ul de enzima Mscl y 2 pl de producto PCR. Finalmente los
productos digeridos fueron resueltos por electroforesis en geles de agarosa al 3% por 90 minutos
as8oV.
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9. RESULTADOS.

9.1 Analisis PCR-dCAPS (Derived Cleaved Amplified Polymorfhic Sequences) de la

mutaciéon Prol106.

El método PCR-dCAPS utilizado en este estudio permitio distinguir variantes alélicas del gen
que difieren por un Unico nucle6tido. Se analizaron 43 plantas individuales de L. multiflorum
comprendiendo 15 plantas del biotipo LMRR, 14 plantas del biotipo LM30 y 14 plantas del
biotipo LM33. Se afiadié un control positivo (LMRR-RR) y un control negativo (Tama) para
validar el método. De las 15 plantas individuales analizadas del biotipo LMRR, 8 plantas
presentaron mutacién en el codon 106 representando a un 53,3% de individuos mutantes. En el
caso de las 14 plantas individuales analizadas para el biotipo LM30, 7 plantas presentaron
mutacion, representando un 50% de individuos mutantes. Finalmente de las 14 plantas del
biotipo LM33, 5 plantas presentaron mutacion, presentando un 35,7% de individuos mutantes.
Para todos los casos la mutacion fue de condicién heterocigoto. En la tabla 4 se muestra un
namero representativo de plantas de cada biotipo donde se observan los amplicones que se
obtuvieron en el PCR1y PCR2. Los fragmentos obtenidos en el PCR1 (partidores EPSPS-L-UP
y EPSPS-LOW) corresponden a la amplificacion de un segmento del gen EPSPS que contiene la
posicién aminoacidica Pro106, sitio asociado a la resistencia a glifosato. Este fragmento incluye
parte del exén 2 y 3 del gen EPSPS, incluyendo ademas las 98 pb del intrdn nimero 2.Todas las
muestras amplificadas en el PCR1 presentaron bandas de un tamario aproximado de 350 pb y en
algunos casos un fragmento extra alrededor de los 290 pb. EI PCR2 se llevd a cabo con el
partidor dCAPS EP-DCAP-UP (tabla 3) y el partidor EPSPS-L-LOW (utilizado también en el
PCR1), haciendo de este segundo PCR un PCR de naturaleza semianidado. La funcion de este
partidor fue insertar un sitio de restriccion artificial para la enzima Mscl. Este partidor fue
disefiado con 1 error en su secuencia e inserta el sito de restriccion en el alelo silvestre, haciendo
posible asi la deteccion de la mutacion diferenciando entre individuos con alelos mutantes

homocigotos o heterocigotos.  En el caso del PCR2 se obtuvo para todas las muestras un
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fragmento de alrededor de 300 pb (efecto del PCR semianidado) y en algunos casos un

fragmento extra de 200 pb.

Enzima de Patrones dCAPS
Codén Partidor Secuencia (5°-3") Tm (PCR) restriccion y sitio esperados
de reconocimiento (fragmentos
~pb)
EP-DCAPS-UP Banda mutante 300
P106 CTTCTTGGGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 67.1 Mscl, TGGCCA | i silvestre 270
Tabla 3. Caracteristicas del partidor dCAPS utilizado en el método PCR-Dcaps.
Numero de Frecuencia
Biotipos plantas Individuos Individuos homocigotos Individuos heterocigotos mutacién P106
analizadas mutantes (%)
LMRR 15 8 0 8 53,3
LM30 14 7 0 7 50
LM33 14 5 0 5 357

Tabla 4 . Frecuencias de alelos mutantes heterocigotos detectados a través del metod PCR-
dCAPS.
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LMRR LM30 LM33 (-) .
p

PCR1
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300
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Figura 1. Fragmentos amplificados obtenidos en el PCR1 y PCR2. Se presentan 5 plantas de
cada biotipo estudiado. PCR1 presenta fragmentos de 350 pb (en todas las muestras) y 290 pb
(en algunas muestras). EI PCR2 presenta fragmentos de 300 pb (en todas las muestras) y 290 pb

(en algunas muestras).

Cabe sefalar que las muestras que presentaron dos fragmentos en el PCR1 (aproximadamente
350 y 290 pb) vuelven a presentar dos fragmentos en el PCR2 (aproximadamente 300 y 200 pb)
sefialando patrones secuenciales fijos para esas muestras. En la figura 2, se presenta la digestion
de cada individuo para los tres biotipos. Los patrones de restriccion observados validan la
finalidad del método para diferenciar individuos que presentan o no la mutacién en el
aminoacido Prol06 y diferenciar entre individuos homocigotos o heterocigotos en el caso de
individuos con la mutacion. Los controles utilizados respaldan los resultados obtenidos ya que al
analizar sus patrones de restriccion se observan los patrones esperados. Al momento de sintetizar
el partidor dCAPS este fue disefiado para insertar el sitio de restriccion en las secuencias que no
presentaban la mutacién, debido a las numerosas sustituciones que se han reportado en esa
posicion (Prol06 a Ser, Thre, Ala y Leu). Es debido a esto que los patrones de digestion
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esperados diferencian a los individuos sin la mutacion (fragmentos digeridos) y a los individuos
con la mutacion (fragmentos no digeridos). En el caso de los individuos heterocigotos el patrén
de digestion presentaria un fragmento sin digerir (alelo mutante) y un fragmento digerido (alelo
silvestre). Los controles que se utilizaron responden a la deteccion de la mutacion en la posicion
Prol106. Se escogio un control negativo llamado Tama, que es un L. multiflorum comercial
sensible a glifosato, el cual deberia no presentar la mutacion en la secuencia del gen EPSPS. El
otro control escogido corresponde a un biotipo de L. multiflorum LMRR-RR el cual fue

secuenciado previamente presentando condicion heterocigoto para la mutacion (dato no

mostrado).
Coddn 106
Pb
MPSD C- C+ - - +H +H +H - - +H - +H - +H +H +H - MP
LMRR a00
Mutante 300 300
Silvestre 270 300
170
. ” = 100
MP SD C- C+ #H +H - +H +H - +H +H +H - - - - - MP
LM30 400
300
Mutante 300
Sitvestrs 270 200
170 -t
- L 100
MP SD C- C+ +H +H +H MP
LM33 400

300
200

Mutante 300
Silvestre 270

w0

100

Figura 2. Patrones de digestion para los biotipos LMRR. LM30 y LM33. Digestion realizada con
la enzima Mscl que reconoce es sitio de restriccion TGGCCA insertado en las secuencias
silvestres por el partidor ACAPS EP-DCAP-UP.
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10. DISCUSION.

A contar de la década de los noventa en el sur de Chile ha sido frecuente la aparicién de biotipos
de malezas resistentes a herbicidas. Los biotipos de L. multiflorum resistentes a glifosato
presentan una seria complicacion debido a su amplia distribucion. Uno de los mecanismos que
confiere resistencia a glifosato es el mecanismo de sitio activo el cual corresponde a la mutacion
Prol106 en la enzima EPSPS. La deteccion de este polimorfismo dentro de una poblacién se hace
entonces de suma importancia, por lo que el objetivo principal de este estudio se centré en
desarrollar e implementar un método adecuado que permitiera detectar y evaluar individuos
segun su condicion genética. Varios métodos se han implementado para detectar polimorfismos
de un solo nucle6tido en plantas, tales como AFLP, CAPS y dCAPS (Botstein., et al., 1980;
Konieczny and Ausubel, 1993; y Neff., et al 1998). Debido a las ventajas que presenta el método
dCAPS sobre los demés métodos, fue evaluado segln su capacidad de cuantificar de manera
rapida y reproducible la frecuencia con la que se presenta la mutacion Prol06 en la enzima
EPSPS. ElI método PCR-dCAPS fue utilizado en este estudio con el proposito de detectar la
mutacién en la posicion aminoacidica Prol06, y permitié determinar que existe una alta
frecuencia de ocurrencia de dicha mutacion. El método dCAPS identifica polimorfismos de un
solo nucle6tido (SNPs) por la digestion de productos de PCR a través de enzimas de restriccion.
Este método explota la especificidad conocida de una enzima de restriccién por su sitio de
reconocimiento y puede ser utilizado para detectar particularmente cualquier SNPs. Una de las
caracteristicas destacadas de este método es que usa una tecnologia de bajo costo y los reactivos
son comunmente encontrados en laboratorios de biologia molecular. EI método se ve facilitado
con el programa dCAPS Finder haciendo posible su uso en una variedad de aplicaciones de
analisis genéticos. De una poblacion total de 43 plantas de L. multiflorum (LmRR, Lm30 y
Lm33), se detectaron 20 plantas mutantes las que segun el biotipo se detectaron frecuencias de la
mutacion de 53,3% (LmRR), 50% (Lm30) y 35,7% (Lm33), todas las mutaciones detectadas
fueron de condicién heterocigotos. La constante aplicacion de glifosato a los predios de donde

fueron obtenidos estos biotipos se ve reflejada en la evolucién de las sustituciones aminoacidica
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detectadas en ellos. Hasta la fecha las sustituciones aminoacidicas relacionadas con la evolucion
a resistencia natural a glifosato consisten en las sustituciones de Prol06Ser, Prol06Ala,
Prol06Thre y Prol06Leu (Baerson., et al 2002; Ng., et al 2003; Yuan., et al 2005; Perez jones.,
et al 2007 Jasieniuk., et al 2008; Chong., et al 2008; y Kaundun., et al 2011). Se conoce muy
bien la importancia de esas sustituciones involucradas en la eficacia del glifosato como es el caso
de la sustitucion Pro106Ser en E. indica ( Ng., et al 2004 y Kaundun., et al 2008).

Se observaron 15 casos que presentaron dos productos de amplificacion en todas las etapas del
método (PCR1: 350 y 290 pb; PCR2: 300 y 200 pb) sugiriendo un patron fijo para estas plantas.
Es importante mencionar que ambos fragmentos fueron digeridos, indicando que el partidor
dCAPS introdujo el sitio de restriccién artificial en ambas secuencias. Kaundun., et al (2011)
detectaron a través de la secuenciacion parcial del gen EPSPS la existencia de al menos tres
homdlogos de esta enzima en Lolium rigidum. En la especie Lolium spp la enzima EPSPS existe
como una pequerfia familia de genes, pero a la vez es una enzima muy conservada de 8 exones y
9 intrones. El descubrimiento de la presencia de mas de un homdlogo en la especie Lolium spp,
puede explicar los resultados obtenidos a través de esta técnica. EI método PCR-dCAPS
utilizado en estudios de mutaciones asociadas a conferir resistencia a herbicida (Delye y
Boucansaud, 2007) ha logrado detectar y diferenciar individuos que presentan estas mutaciones
puntuales. A pesar de que se logré el objetivo de identificar la mutacion y a la vez la frecuencia
de ésta en poblaciones de L. multiflorum, se observaron casos en los cuales los patrones de
digestion dificultaron la interpretacion. La utilizacion de este método se ve influenciada por las
caracteristicas genéticas de la especie en estudio pudiendo ser o no la mas indicada para los fines
de deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido, denotando de esta manera limitaciones del
método. EIl mecanismo de resistencia basado en el sitio activo alterado confiere bajos niveles de
resistencia a glifosato los que se han estimado del orden de 2- a -4 veces en comparacion con
biotipos silvestres, 1o que hace suponer que las mutaciones detectadas aungue no explican los
altos indices de resistencia de estos biotipos, podrian estar operando simultaneamente junto a

otros mecanismos conocidos.



30

11. CONCLUSIONES.

La implementacion y aplicacion del método dCAPS permitio detectar individuos en las tres
poblaciones de ballicas estudiadas (LmRR, Lm30 y Lm33), que presentan sustituciones en
Prol06. Todos los individuos positivos presentaron una condicion heterocigotica para la
mutacion. Las frecuencias de las mutaciones fueron de 53.3, 50.0 y 35.7% para los biotipos
LmRR, Lm30 y Lm33, respectivamente. La obtencion de méas de un amplicén del gen EPSPS
con los partidores especificos (PCR1 y PCR2), sugiere la presencia de mas de un homélogo de
la EPSPS en el genoma de algunos individuos de las poblaciones estudiadas. Lo anterior dificulta
la interpretacion de los resultados y en consecuencia pasa a constituir una limitacion del método

PCR-dCAPS en la deteccion de mutaciones.
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Anexo 1. Listado material vegetal. Biotipos resistentes utilizados en el estudio.

13. ANEXO.
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LMRR LM30 LM33
LMRR-1 LMRR-1 LMRR-1
LMRR-2 LMRR-2 LMRR-2
LMRR-3 LMRR-3 LMRR-3
LMRR-4 LMRR-4 LMRR-4
LMRR-5 LMRR-5 LMRR-5
LMRR-6 LMRR-6 LMRR-6
LMRR-7 LMRR-7 LMRR-7
LMRR-8 LMRR-8 LMRR-8
LMRR-9 LMRR-9 LMRR-9
LMRR-10 LMRR-10 LMRR-10
LMRR-11 LMRR-11 LMRR-11
LMRR-12 LMRR-12 LMRR-12
LMRR-13 LMRR-13 LMRR-13
LMRR-14 LMRR-14 LMRR-14

LMRR-15




Anexo 2. Listado de partidores dCAPS evaluados en el método.

PARTIDOR SECUENCIA PARTIDOR 5'-3' Ne¢ pb ™
EPSPS DCAPS
UP1 CTTCTTGGGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 31 67,1
EPSPS DCAPS
UP2 TGGGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 26 66
EPSPS DCAPS
UP3 GGGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 25 65,1
EPSPS DCAPS
UP4 GGCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 24 63,6
EPSPS DCAPS
UP5 GCAACGCTGGAACTGCAATGTGG 23 61,9
EPSPS DCAPS
UP6 CAACGCTGGAACTGCAATGTGG 22 59,5
EPSPS DCAPS
UP7 AACGCTGGAACTGCAATGTGG 21 58,6
EPSPS DCAPS
UP8 TGGAACTGCAATGTGG 16 48,5
EPSPS DCAPS
UP9 CTGCAATGTGG 11 33,5
EPSPS UP AGCTGTAGTCGTTGGCTGTGGC 22 61,7
EPSPSLOW CCGAACAGGTGGGCAGTCAGT 21 63,0
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