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evidencia de mecanismos no target mediante genética cuantitativa

/masos de Resistencia J

Amaranthus palmeri
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Amaranthus hybridus J

Conyza sumatrensis J

Sorghum halepense J
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Objeto de estudio: Poblacion de A. palmeri de Totoras
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Resistencia multiple a inhibidores de ALS y[glifosato MALEZAS

Ciencia, produccion y sociedad: hacia un manejo sustentable

El MECANISMO DE RESISTENCIA TARGET esta asociado a una MUTACION PUNTUAL
en el gen EPSPS (P106S) que reduce la sensibilidad de la enzima por el glifosato. § \( i

SUPERVIVENCIA DE PLANTAS de la poblacion resistente SIN MECANISMOS TARGET

Planteo de la CO-EXISTENCIA de mecanismos RT Y RNT

»
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Larran et al., 2017; Larran et al., 2021



Hipotesis

/4

« La poblacion de Amaranthus palmeri S. Wats recolectada a campo en la
zona de Totoras (Santa Fe), con resistencia a glifosato presenta varianza
genética para dicho caracter y dicha varianza se desglosa en dos

componentes:

un componente que se debe a los genes mayores (mecanismo de RT) y un

componente de genes menores (mecanismo de RNT).
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Metodologia de trabajo (
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Ciendia,

Obtencion del material de estudio y
evaluacion fenotipica
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) . Obtencion del material de estudio
Metodologia de trabajo (Familias de medio hermanos)

58 Familias HS (G,)

¥

Se obtienen 9 individuos de cada una de las 25 familias HS
seleccionadas (G,)

Evaluacion fenotipica Evaluacion genotipica
(de la respuesta a 2 X Glifosato) (de los alelos EPSPS)




. . Evaluacion fenotipica
Metodologla de trabaJ 2 J (de la respuesta a 2 X Glifosato)

Evaluacion fenotipica luego de la aplicacion de glifosato %2 X

4 Variables fenotipicas:

v’ Biomasa fresca
v/ Biomasa seca

v’ Area foliar (final)
v’ Delta de area




Metodologia de trabajo ) Evaluacion genotipica

(de los alelos EPSPS)

Evaluacion genotipica: dCAPS

RR rr Rr
PASOS

- Extraccion de los ADNg

- PCR

- Digestion con Ncol

- Chequeo por electroforesis en geles de poliacrilamida

Corte con Ncol Si
v Alelo r
—  CCATGG—— Corta? 7
— G GTAQC— \ No

Alelo R



Resultados y Discusion
Evaluacion fenotipica y genotipica luego de la aplicacion de glifosato

Familia|Planta|Area inicial | Area final |Delta de drea|Biomasa fresca|Biomasa seca|Genotipo
1 10,00 0,00 -10,00 0,0000 0,0000 RR
58 familias=> 2 18,00 21,00 3,00 0,9895 0,1958| RR
solo 4 madres Rr 3 1,50 0,00 -1,50 0,0000 0,0000 RR
4 24,15 24,00 -0,15 2,2050 0,4733 RR
. 5 34,00 26,50 -7,50 1,7356 0,3883 RR
25 familias=> 6 2,23 5,00 2,78 0,3000 0,0600| Rr
4 madres Rry 7 1,32 9,00 7,68 0,8000 0,1600| Rr
21 madres RR 8 1,54 2,20 0,66 0,6000 0,1200|  Rr
9 2,58 3,30 0,73 0,4000 0,0800 re
228 plantas% 1 3,04 5,77 2,73 0,5000 0,1000 rr
151 RR 2 10,50 0,00 -10,50 0,0000 0,0000 Rr
71 Rr 3 0,80 0,00 -0,80 0,0000 0,0000 rr
6 rr 4 0,72 0,00 -0,72 0,0000 0,0000 rr
5 5,50 0,00 -5,50 0,0000 0,0000 Rr
6 2,50 0,00 -2,50 0,0000 0,0000 Rr
90 % supervivencia 7 2,00 0,00 -2,00 0,0000 0,0000 Rr
8 1,50 0,00 -1,50 0,0000 0,0000 Rr
9 0,68 0,00 -0,68 0,0000 0,0000 re




Resultados y Discusion

Analisis grafico de las variables fenotipicas en funcion del numero de alelos R.
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Analisis de regresién lineal
Variable N R=Z RZ A7 ECMP ATC BIC
Delta de area 228 0,02 0,01 127,63 1753,331763,61
Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados
Coef Est. E.E. LTI (95%) LS (95%) T p—valor CpMallows VIF
const 2,11 2,40 -2,61 6,83 0,88 00,3798
num Alelo R 2,93 1,39 0,18 5,67 2,10 0,0368 4,41 1,00
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Confirmacion de que la poblacion
generada se encuentra en EHW

Frecuencia genotipica

A TILAITNL LN
A N

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 08 09 1.0

Frecuencia génica de A,

Analisis combinado para la variable Delta de area aplicando la metodologia
descripta en Kearsey y Pooni (1996)

Combinacién de ANOVA y Regresidn

F'.V. SC gl CM E p—valor
Modelo 5562,15 24 231,76 2,01 0,0050
Regresidn 554,77 1 554,77 2,55 < 0,050
Residual 5007 ,38 23 217,71 1,88 < 0,050
Familia 5562,15 24 231,76 2,01 00,0050
Erroxr 23421 ,94 203 115, 38

Total 28984,09 227




Resultados y Discusion J

Calculo de heredabilidad en sentido estricto

La covarianza entre familias de

medio-hermanos es
Ya Varianza Aditiva (Va)

h2 = Va/Vp-=4 t = 4 Ventre/(Ventre + Vdentro) =4 x 12,76/(12,76 + 115,38) = 0,40

Considerando al Area inicial como covariable

h?=Va/Vp-=4t=4x14,55/(14,55 + 105,08) = 0,49

La heredabilidad en sentido estricto calculada significa que ambos mecanismos

(RT y RNT) son significativos, con una tendencia hacia un mecanismo oligogenico
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Cual es el mecanismo no target que esta presente en esta poblacion?
Hipotesis 1

Translocacion Reducida del herbicida?
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Cual es el mecanismo no target que esta presente en esta poblacion?

Combustion completa en el oxidador biolégico
Procedimiento general \ 1 —

—

TALLO

Glyphosate [phosphanomethyl-14C)
9 isopropylamine salt
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Cual es el mecanismo no target que esta presente en esta poblacion?
Hipotesis 2

Degradacion aumentada del herbicida?
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Cual es el mecanismo no target que esta presente en esta poblacion?

 Buscar evidencia mediante estudios de protedmica
diferencial.

 Medir los niveles de expresion relativos de AKR.

* Poner a punto la determinacion de degradacion
metabadlica de glifosato mediante LC-MS.
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Conclusiones hasta aqui...

v'La poblaciéon de Amaranthus palmeri de Totoras
\ presenta varianza genetica significativa para
"/“"t&@sistencia a glifosato, lo que confirma que existe
— heredabilidad del caracter (h? = 0,40-0,49).

/

vEl andlisis de regresion lineal mostré que el
». nhumero de alelos R (RT) explica apenas el 2 % de
: N la variacion en la variable Delta de area,
gy - evidenciando un efecto aditivo moderado de un
" gen mayor.

v'El componente restante, asociado a mecanismos
no-target (RNT), aporta la mayor parte de la
variacion fenotipica y refleja un control oligogénico.
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Ciendia,

evidencia de mecanismos no target mediante genética cuantitativa
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Conjuntamente, estos resultados
revelan que la contribucion de
* mecanismos RNT en la evolucion de la
\‘ resistencia ha sido notablemente
subestimada.
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Objeto de estudio: Poblacion de A. palmeri de Totoras

Curvas Dosis-Respuesta

SUPERVIVENCIA BIOMASA
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Ensayos de acumulacidn de shikimato

Aplicacion in vivo

Aplicacion in vitro
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