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Introduccion

RESISTENCIA A HERBICIDAS
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LA RESISTENCIA DEPENDE DE:
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LA PRESENCIA DE BIOTIPOS RESISTENTES IMPACTA NEGALIVAMENTE AL SISTEMA DE CULTIVO, MANEJO DE
| MALEZAS Y RENDIMIENTO, INCREMENTANDO LOS.COSTOS Y REDUCIENDO LA RENTABILIDAD DEL CULTIVO; POR |
LO QUE PREOCUPA A AGRICULTORES, PROFESIONALES;CIENTIFICOS Y A FABRICANTES DE HERBICIDAS:




Introduccion

Presion seleccion herbiciday
evolucion de resistencila
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Number of Unique Cases

Introduccion

BIOTIPOS DE MALAS HIERBAS RESISTENTES A HERBICIDAS

Chronological Increase in Resistant Weeds Globally
425 .

400 OOO
375 4 4
350 - Oo
o
325 4 OO
3001 404 CASOS UNICOS oo.o
275 - 220 ESPECIES: 130 DICOTS Y 80 MONOCOTS -
2s0 | 21 DE 25 SITIOS DE ACCION HERBICIDAS o
225 . EN 148 HERBICIDAS =
200 68 CULTIVOS DE 61 PAISES g
175 ~:>OO
150 4 ‘__\O
125 4 O"’
O

100 OO

14 OOOOO

il P

25 | oo



Introduccion

Chronological Increase in Resistant Weeds Globally

® ALS Inhibitors gg Triazines g ACCase Inhibitors gg Synihefic Auxins Bipyridiiums g Glycines g Ureas, Amides
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Introduccion

ESTADO DE LA RESISTENCIA A HERBICIDAS EN ESPANA

32 BIOTIPOS DE MALAS HIERBAS RESISTENTES A HERBICIDAS EN 6 MODOS DE
ACCION

\/

@ ACCASA

BALS

E# TRIAZINA

# UREA/AMIDA

@ BIPIRIDILIUM

& GLICINAS

& DINITROANILINA

@ AUXINA SINTETICA
¥ OTROS
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Introduccidn

ACETOLACTATO SINTASA (ALS)




Introduccion

PRINCIPAL MECANISMO DE RESISTENCIA A HERBICIDAS
INHIBIDORES DE ALS

l * 2 AFQETP * l

AITGQVPRRMIGT QWED
AYPGGASMEIHQALTRS IPSGG

ESTE MECANISMO CAUSA UNA PERDIDA DE AFINIDAD DEL HERBICIDA CON SU SITIO DE
ACCION EN LA PLANTA, DEBIDO A CAMBIOS AMINOACIDICOS EN LOS DOMINIOS A, B, C, D
Y E DE LA ALS



Introduccion

OBJETIVO GENERAL

Describir la posible mutacion de gen ALS responsable de
la resistencia de Sinapis alba, L. al herbicida tribenuron
metil.



MATERIALES Y METODOS



Materiales y métodos

Prospeccion de biotipos de S. alba y Cultivo en invernadero

¥ ¥

# Malaga capital ~ # Ariate

Prospeccion de poblaciones ARly
ARS8 de S. alba

Cultivo en invernadero

tribenuron metil Tratamiento biotipos con Tribenuron



Materiales y métodos

EXTRACCION, CUANTIFICACION Y DILUCION DEL ADN DE
BIOTIPOS ARS8 Y AR1

kit Speed Tools de Extracto para cuantificar xpectr6fotémetro NANODROP

Extraccion de ADN

Dilucion a 10 ng/ul para PCR




Materiales y métodos

Iniciadores para secuenciacion del gen

ALS
Iniciadores Secuencia 5 -3
ALS 3B TCARTACTWAGTGCKACCATC
ALS3F GGRGAAGCCATTCCTCC
P1 GAAGCCCTCGARCGTCAAGG

P2 CATAGGTTGWTCCCARTTAG




Materiales y métodos

Amplificacion fragmentos de ADN

Etapas ALS 3B/ALS 3F P1/P2

Desnaturalizacion . 94°C/1 minuto
i dralizact 94°C/1 minuto (1C) the
inicial (1C)

Desnaturalizacién  94°C/1 miny 52 94°C/1 miny 52

°C/30 s (1C) °C/30 s (1C)
Alineamiento 72°C/1min (35 C) 72°C/1min (35 C)
\. 4
20 pL para pcr: Extension 75°C/5  minutos 75°C/5  minutos
DNA+TAQ+dNTP+primers+tamp (10) (10)

on
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Separacion de fragmentos de ADN en
Gel de agarosa (1.5%)

L
Observacion de fragmentos ADN



Purificacion fragmentos de ADN

Kit Speed Tools
para eliminar

impurezas después
de la PCR (Biotools

B&M LABS S.A




Secuenciacion ADN purificado de S. alba

ALS3B/ALS3F P1/P2

COHNANCIAD(’)
POR
FEDER
IWINTA 8 Exrag AL A

Unidad de Gendmica del Servicio Central de Investigacion (SCAI) de
la Universidad de Cordoba.



Resultados y Discusion




Resultados y discusion

La técnica de PCR, con los primers ASL3b/ALS3fy P1/P2 produjo fragmentos de
639 (Dom CAD, reg. 1) y 501 (Dom BE, reg. 2) pares de bases

Las secuencias del gen ALS fueron obtenidas para cada una de las 15 plantas de
las poblaciones AR, y ARz de S. alba

Las secuencias del dominio BE procedentes de biotipos resistentes no difieren
de aquellas encontradas en el biotipo sensible (datos no mostrados).

Las secuencias de la region conteniendo los dominios C,A,D de los biotipos
resistentes difiere de la encontrada del biotipo sensible

En la secuenciacion de la region que comprende los dominios CAD, se observa
gue se registr6 una mutacion puntual en la posicion nucleotidica 197 en la
region del Dominio A del gen ALS, con sustitucion de citosina (C) por timina (T)
en el codon CCT que cambia a TCT, dando lugar a la mutacion de Prolina por
Serina en el biotipo ARg (Figura).



Mutacion detectada en el gen ALS

245 255 205 275 285 295
R3P1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGICGGATG ATTGGTACTG
R7P1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGTCGGATG ATTGGTACTG
RGP1 TTGACAGTGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGTCGGATG ATTGGTACTG
ROP1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGICGGATG ATTGGTACTG
S1P1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICCC TCGTCGGATG ATTGGTACTG
REP1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGICGGATG ATTGGTACTG
ROP1 TTGACAGIGT TCCTCTTGIC GCTATTACAG GACAGGICTC TCGTCGGATG ATTGGTACTG

Clustal Co XRKIKXI KT, Fhrhkhkxkx *xkkxkkrkx kxkkkkxk % xkkrkxkkxx *kxkxrkxkx

Secuencias de los dominios CAD del gen ALS en plantas ARg y AR;.



CONCLUSION

La secuenciacion del gen de la ALS en plantas Ry S de S. alba, mediante el
uso de primers especificos diseflados para los distintos dominios, revel6 la
existencia de una ALS alterada debido a una sustitucion nucleotidica de
Citosina por Timina (CCT por TCT) responsable de la mutacion Pro,q,/Ser
en el dominio A del gen, la cual es el mecanismo que describe la evolucién
de resistencia a tribenuron y a otros herbicidas inhibidores de ALS en esta
especie.






