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RESUMEN

La enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) cumple un papel crucial en la
biosintesis de aminoécidos de cadena ramificada en plantas y microorganismos. Esta
enzima es el objetivo de cinco familias de herbicidas comerciales, entre las que
destacan las sulfonilureas e imidazolinonas por su excelente actividad biocida sobre
malezas y baja toxicidad en animales. Los herbicidas que actGan sobre AHAS son
aplicados a nivel global en diferentes cultivos de importancia como el arroz, soja,
cebada, trigo, algodén y maiz. Sin embargo, para la quinua no se ha identificado aun
algun herbicida que permita el control de malezas. En el presente estudio se model6
dos diferentes variantes mutantes de la enzima AHAS de quinua las cuales tienen
como objetivo generar resistencia a los herbicidas clorimurén etil (CE), e imazaquin
(1Q). El alto grado de conservacion de AHAS en las diferentes especies vegetales
permitio generar un modelo computacional de la estructura de C. quinoa AHAS con
base la estructura 3D de Arabidopsis thaliana AHAS. Con base al modelo de
CgAHAS en su forma silvestre se model6 las mutaciones A114T y P189S, y se
analizo su efecto sobre el modo de unién de los herbicidas CE e 1Q. Los resultados
permitieron concluir que la mutacién A114T podria generar algin grado de
resistencia a 1Q, mientras que la mutacion P189S podria generar una elevada
resistencia a CE. Este estudio demuestra el concepto de que la introduccién de
mutaciones en la enzima AHAS de la quinua puede ser efectiva para introducir
resistencia a herbicidas comerciales que permitan realizar un adecuado manejo

integral de malezas.

Palabras Claves: AHAS, quinua, inhibidores enziméticos, herbicida, clorimurdn

etil, imazaquin,
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ABSTRACT

The enzyme acetohydroxy acid synthase (AHAS) plays a crucial role in the
biosynthesis of branched-chain amino acids in plants and microorganisms. This
enzyme is the target of five families of commercial herbicides, among which
sulphonylureas and imidazolinones stand out for their excellent biocidal activity on
weeds and low toxicity to animals. Herbicides that act on AHAS are applied globally
on different important crops such as rice, soybean, barley, wheat, cotton and maize.
However, for quinoa, no herbicide has yet been identified for weed control. In the
present study, two different mutant variants of the quinoa AHAS enzyme were
modelled which aim to generate resistance to the herbicides chlorimuron ethyl (CE)
and imazaquin (1Q). The high degree of AHAS conservation in the different plant
species allowed us to generate a computational model of the C. quinoa AHAS
structure based on the 3D structure of Arabidopsis thaliana AHAS. Based on the
wild-type CQAHAS model, the A114T and P189S mutations were modelled, and
their effect on the binding mode of the herbicides CE and 1Q was analysed. The
results led to the conclusion that the A114T mutation could lead to some degree of
resistance to 1Q, while the P189S mutation could lead to high resistance to CE. This
study demonstrates the concept that the introduction of mutations in the AHAS
enzyme of quinoa can be effective in introducing resistance to commercial

herbicides for integrated weed management.

Keywords: AHAS, quinoa, enzyme inhibitors, herbicide, chlorimuron ethyl.

Imazaquin.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
Antecedentes investigativos

La Quinua origenes y caracteristicas

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un pseudocereal o pseudograno originario
de los Andes empleado para la alimentacién humana y animal. Es considerado un
cultivo de subsistencia en los pueblos andinos, donde es un tradicional e importante
componente de su alimentacion (Mazén, 2002). Tras la conquista de los espafioles,
la quinua fue denominada como ‘“comida de indios” haciendo alusién a la gran
distribucién y a los diferentes usos que los Incas le dieron a este cultivo (Léon &
Noboa, 2018).

Valor Nutricional

El creciente interés en el cultivo de la quinua, sobre todo en paises industriales,
radica en su alto valor nutricional, y especialmente a su contenido de proteinas de
muy buena calidad (13,81 y 21,9% en peso seco). Es considerada como el Unico
alimento en el reino vegetal que provee todos los aminoacidos esenciales, siendo rico
en lisina y aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina. Ademas, posee
una alta variedad de vitaminas y minerales, tales como vitaminas del complejo B,
calcio, fésforo y hierro (Tabla 1). Adicionalmente, la quinua posee bajos indices
glucémicos, es decir, su consumo no incrementara significativamente el nivel de
azucar en la sangre (FAO, 2011). Estas caracteristicas han posicionado a la quinua
como un superalimento de moda en Estados Unidos y la Comunidad Europea, lo
cual ha producido un rapido incremento en su precio de venta al consumidor
(alrededor de los USD 15/kg) vy el interés en su produccién como producto de

exportacion (Revista Lideres, 2017).

Tabla 1. Composicion quimica de quinua

Contenido en 100 g de quinua blanca (Junin)
Elemento Valor Unid.
Calcio 85 mg
Fésforo 155 mg
Hierro 4.2 mg
Vit. B1 (Tiamina) 0.20 Hg
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Vit.B2 (Riboflamina) 0.15 Hg
Vit. B5 (Niacina) 0.95 Mg
Calorias 363 cal
Agua 11.8 g
Proteinas 12.2 g
Grasas 6.2 g
Carbohidratos 67.2 g
Fibra 5.7 g
Ceniza 2.6 g

Fuente: (FAO, 2011)

Factores que afectan la produccion y crecimiento en la quinua

La quinua es una especie con un lento crecimiento inicial, siendo una mala
competidora con otras especies que emergen junto ella. Esta caracteristica la hace
incapaz de aprovechar los factores mas importantes en la produccion agricola, como
el agua, la luz, los nutrientes y el espacio fisico, cuando esta en presencia de plantas
competidoras (Pedreros, 2013). Por ende, la quinua es una planta particularmente
sensible a la competencia de malezas, conocidas también como plantas arvenses
(Mujica et al., 1988). En la actualidad, uno de los factores determinantes en la
produccion de quinua esta asociado a la ausencia de herbicidas selectivos, ya que los
compuestos que presentan un buen control de malezas pueden causar fitotoxicidad a
este cultivo (Mestanza, 2013). Sin lugar a dudas, a nivel mundial, el herbicida mas
popular y efectivo para controlar malezas es el glifosato. Sin embargo, también se
conoce que esta molécula puede producir efectos adversos en la salud. Por este
motivo, los herbicidas que inhiben la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS)
suelen ser una mejor opcidn, ya que estas moléculas presentan un excelente balance
entre alta efectividad y baja toxicidad en animales y seres humanos (Duggleby &
Pang, 2000). Es asi que durante los dltimos 20 afios se han desarrollado y
comercializado cinco clases diferentes de inhibidores de AHAS, entre las que
destacan los herbicidas de las clases sulfonilurea e imidazolinona. Debido a las
grandes bondades de los inhibidores de AHAS y su masiva utilizacion de en
diferentes cultivos, varias especies de malezas han desarrollado resistencia natural a
estos herbicidas (Chang & Duggleby, 1998a). Actualmente, existen 65 especies de
las cuales 20 monocotiledones y 45 dicotiledéneas resistentes a los inhibidores
(Russell et al., 2002). Una de las estrategias mas utilizada para evitar grandes
pérdidas econdmicas provocadas por malezas es la incorporacion de genes de

resistencia a los cultivares (Pérez, 1996). En efecto, a partir del estudio y
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caracterizacion de los factores que proporcionan resistencia a herbicidas que actian
sobre la enzima AHAS, y empleando herramientas de ADN recombinante, se ha
logrado obtener variantes resistentes de maiz, arroz y algodén, entre otros (Fartya et
al., 2018). De esta forma, virtualmente es factible aplicar este principio en la quinua
para de esta forma facilitar el manejo integrado de malezas y maximizar la

produccidn de este cultivo.

AHAS (A. thaliana) como modelo para el estudio de herbicidas comerciales

Una pequefia mala hierba de la familia de las cruciferas, A. thaliana se ha convertido
en uno de los mas importantes sistemas de estudio molecular y genético de las
plantas por su tamafio reducido y su corto ciclo biolégico. Por otra parte, posee un
genoma compacto y minimo, con escasas secuencias repetitivas y un bajo contenido
en ADN, el cual esta agrupado en cinco cromosomas (aproximadamente 70 Mpb por
nacleo haploide, unas 25 veces el tamafio del genoma de Echerichia coli) (Pérez,
1996). Por lo antes expuesto, A. thaliana ha sido extensamente empleada para
determinar el rol de diversos genes en la actividad de varias moléculas con actividad
herbicida, incluyendo aquellas moléculas que inhiben la enzima acetohidroxiécido

sintasa.

La importancia de AHAS se desarrolla con el descubrimiento del herbicida
sulfonilurea, pero se desconocia su modo de actuar, no es hasta 1984 donde se
descubre el modo de actuar sobre plantas y bacterias, en las que se han intentado
realizar mediciones. AHAS cataliza el primer paso que conduce a las tres cadenas
ramificadas de aminodacidos, para AHAS bacteriano y fungico esta regulado por la

inhibicion de la valina (Duggleby et al., 2008).

Acetohidroxiacido Sintasa

La enzima acetohidroxidcido sintasa (AHAS, EC 2.2.1.6) cataliza la primera
reaccion en la ruta biosintética de aminoécidos de cadena ramificada (BCAAs por
sus siglas en inglés) y su inhibicion ha demostrado una fuerte actividad biocida. De
hecho, la enzima AHAS es el target de méas de 50 moléculas herbicidas comerciales
gue se agrupan en cinco clases de moléculas quimicamente distintas: sulfonilureas,
imidazolinonas, pirimidinil-benzoatos, triazolopirimidinas y sulfonilamino-cabonil-
triazolinonas. Los herbicidas que inhiben la enzima AHAS se caracterizan por su
extremadamente alta potencia (tasa de aplicacion entre 0.2 — 10 g/ha), alta
selectividad hacia las malezas y muy baja toxicidad en animales (LD50 en rata =
5g/kg/dia) (Garcia, et al., 2017). AHAS cataliza la conversion de dos moléculas de

piruvato en 2-acetolactactato o una molécula de piruvato y una molécula de 2-
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cetobutirato en 2-aceto-2-hidroxibutirato (Figural). Esta enzima se encuentra en
plantas, bacterias y hongos, pero no en animales los cuales deben obtener BCAAs
mediante la dieta (Lonhienne et al., 2018). Dentro de esta clase de herbicidas, los
inhibidores pertenecientes a las familias sulfonilurea e imidazolinona son los mas
populares a nivel mundial ya que fueron los primeros en aprobarse para su uso
comercial (alrededor de los afios 1970s). Sin embargo, en aquella época se
desconocia su enzima objetivo y su mecanismo de accién en la célula vegetal. No
fue hasta inicios de los 80s que se logro identificar que su efecto herbicida se debia a
la inhibicién de enzima AHAS (LaRossa & Schloss, 1984).

Pyruvate

° Oxygenase °
0 _o reaction ?
Hogir (1) o0, e (IV) o
(@]
HsC S W) HO/&VS 2 HO S
¢ | Y, Ry _— V. R, A ’\l Y Ry
F{1\/% R~ N s Ri~_®
CHg CHs 50 CH,
Lactyl-ThDP He-ThDP enamine ThDP-peracetate
O
Q
0 Redox & 0. o
N o NC)
OYKO reaction ) Y 0
o} CHy
CHs (m e (V) CH;
s AHAS S s H Peracetate
@I/ . HO @0 Acetate YS
N\/ R, catalytic \ )R ' ) Re
R~ R~ RN
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CH,4 CH, CHs
ThDP-ylide He-ThDP a-carbanion ThDP
O@
[ r Os&o
X
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H 2-ketobutyrate
YS d HO ‘ S,
R, — R, NH,
R1\/g\/k . R|\/%% M
CHs CH, Ry = HeC—(
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o o b P
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o (0]
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Figura 1. Reacciones catalizadas por la enzima AHAS.

La enzima AHAS es capaz de realizar tres reacciones distintas, incluyendo el ciclo de sintesis
primaria y las reacciones secundarias oxigenasa y redox. ThDP = difosfato de tiamina: He
= hidroxietil; ATL= acetolactato; AHB = aceto- hidroxibutirato. Imagen adaptada de
(Duggleby & Pang, 2000; Lonhienne et al., 2016 ; Tittmann et al., 2004).

La enzima acetohidroxiacido sintasa pertenece a la stper familia de enzimas que
dependen de difosfato de tiamina (ThDP), cofactor que es capaz de catalizar una
variedad de reacciones, incluida la descarboxilacion oxidativa y no oxidativa de 2-
cetoacidos (Figura 1). AHAS también se une a i6n magnesio (Mg*) y a una

molécula de dinucle6tido de adenina y flavina (FAD) la cual, aunque no participa en
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las reacciones principales de sintesis, puede actuar como aceptor de electrones en
una reaccién secundaria lenta (reaccién redox, Figura 1). Estructuralmente, AHAS se
caracteriza por poseer una subunidad catalitica de aproximadamente 65 kDa (Figura
2a 'y 2b) y una subunidad reguladora mas pequefia que varia su tamafio ente 9 y 54
kDa, dependiendo de la especie (Figura 2b) (McCourt et al.,, 2006). Se ha
determinado que la subunidad reguladora estimula la actividad catalitica y confiere
sensibilidad a inhibicion por los aminoacidos de cadena ramificada, valina y leucina
(Lee & Duggleby, 2001). En A.thaliana, el complejo enziméatico AHAS esta
compuesto por cuatro subunidades cataliticas y cuatro subunidades reguladoras, las
cuales adoptan una conformacién similar a una cruz maltesa (Figura 2b)

(Lonhienne et al., 2020).
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Figura 2. Estructura tridimensional de AHAS.

a) Modelo de superficie de la estructura de un monomero de la subunidad catalitica de
AHAS de Candida albicans que ilustra los tres dominios que componen el polipéptido
representado de tres diferentes tonalidades de rosa. Conjuntamente los cofactores ThDP,
FAD vy el herbicida clorimuron etil (CE) se encuentran representados en modelos de esferas
y palillos. Los atomos de carbono son de color blanco (ThDP), amarillo (FAD) y cian (CE),
mientas que el cofactor Mg?* se encuentra simbolizado por una esfera de color cian oscuro.
b) Modelo de lazo de la estructura de la enzima AHAS de Arabidopsis thaliana (At)
compuesta por su unidad catalitica (CSU) y su subunidad regulatoria (RSU), las cuales
forman dimeros y tetrameros respectivamente. Fuente: panel a (Lee & Duggleby, 2001));

panel b (Lonhienne et al., 2020).

Lonhienne et al., (2017), en su trabajo de investigacion indica que una caracteristica
importante de la enzima AHAS es que cuando AHAS esta activa, muestra dos
conformaciones diferentes en sus dos centros cataliticos (CC). La primera muestra a
ThDP junto a FAD reducido y su anillo de isoaloxazina doblado (CC_FADbent),
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mientras que la otra muestra al producto intermedio hidroxietil (HE) — ThDP y FAD
oxidado (o presente como un semiquinona) que tiene un anillo de isoaloxazina plano
(CC_FADflat) (Figura 3). Esta observacion tiene implicaciones en el mecanismo de
inhibicion de AHAS ya que sugiere gue el modo de unién de cualquier herbicida a la

enzima depende de la conformacidn de adopte cada CC.

Centro catalitico 1: CC_FADbent Centro catalitico 2: CC_FADflat
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Figura 3. Conformacion del cofactor FAD en los centros cataliticos de AHAS de

Saccharomyces cerevisiae.

En el centro catalitico 1, el cofactor FAD en encuentra reducido con un anillo de
isoaloxazina doblado. Por otro lado, en el centro catalitico 2 el cofactor se encuentra

oxidado y con un anillo de isoaloxazina plano. Fuente:(Lonhienne et al., 2017).

Plantas resistentes a inhibidores de AHAS

Una de las principales razones para el estudio de las bases moleculares de la
inhibicion de AHAS por herbicidas comerciales es su posible uso en la construccion
de variedades resistentes a herbicidas, lo cual se ha logrado en varios casos mediante
el uso de herramientas de ADN recombinante. EXxisten pocos casos en los cuales se
ha reportado mutaciones naturales que confieren a ciertos cultivos comerciales
resistencia a inhibidores de AHAS (Duggleby & Pang, 2000). En estos casos la
mutacion de AHAS a una forma insensible a herbicidas parece ser un mecanismo
efectivo para la generacion de herbicidas altamente selectivos y minimamente
toxicos. En la Figura observamos mutaciones, identificadas en varias especies de
plantas, hongos y bacterias. Se conoce que estas mutaciones confieren resistencia
frente a herbicidas de las familias sulfonilurea e imidazolinona. Ademas, se conoce
gue generalmente existe tolerancia cruzada a inhibidores de las familias sulfonilureas
y triazolopirimidinas o imidazolinonas y pirimidil benzoatos (Duggleby et al.,
2008). Sin embargo, es claro que algunas mutaciones pueden afectar en cierta

medida a herbicidas pertenecientes a las cinco familias. El desarrollo de cultivos



tolerantes a inhibidores de AHAS estd todavia en su infancia, y solo se han
informado y comercializado unas pocas variedades. Una de estas es una variedad de
arroz (Oriza sativa) genéticamente modificada tolerante tanto al bensulfuron metil
(BM) como al herbicida glufosinato (Fartyal et al., 2018). La mutacién que confiere
resistencia a BM se dio en el aminoacido de la posicion 171 de AHAS, este
aminoacido fue reemplazado por serina, creando la mutacion P171S de arroz residuo
gue se ubica en la proximidad del sitio activo y en el sitio de union de herbicidas a
AHAS. Importantemente, la introduccion de resistencia en esta nueva variedad de

arroz no tuvo un efecto negativo sobre su productividad ni sobre la calidad del

producto.
A o. sativa v

A. myosuroides v

A.Hybridus \4

A. palmeri v

A.viridis v

A. rudis v

A. spica-venti v

A. thallana \4

8. rotundifolia v

C. album M

C. canadensis v

G. max V|

K. scoparia o

L. multiflorum \4

S. lycopersicum v

Z. mays \4

B Species Mutation A. thaliana Resistance References

Yeast G116(NS) G121 Su [20]
Yeast AN7X A122 SU [20,21]
E. coli A26V A122 suU 121]
A. thaliana M124E M124 Su, IM [11]
A. thaliana M1241 M124 M [11]
A. thaliana P1978 P197 Su, TP [22,23]
Yeast P192(AELQRSVWY) P197 Su [20,24]
Tobacco P196(QS) P197 SU, IM [18,25]
A. thaliana R199(AE) R199 M 1]
Yeast A200(CDERTVWY) A205 Su [20]
Yeast K251(DENPT) K256 N [20]
Yeast M354(CKV) M351 su 120]
Yeast D379(EGNPSVW) D376 Su [20]
E. coli M460(AN) M570 Su 126]
Yeast V583(ACNY) Vo7 SU [20]
Yeast W586X W574 su [20]
Oilseed rape W557L W574 Su, IM, TP [27]
Tobacco W573L W574 SU [25]
Cocklebur W552L W574 SU, IM, TP, PB [10]
Cotton W563(CS) W574 Su, IM (28]
E. coli WAG4(AFLQY) W574 SU [26]
Yeast F590(CGLNR) F578 su [20]
A. thaliana S653N 5653 IM, PB [23,29,30]

Figura 4. Plantas y microorganismos tolerantes a herbicidas que inhiben AHAS.

A) Alineamiento mdltiple de secuencias de AHAS de varias especies de plantas. El
rectangulo muestra la presencia de un tramo conservado de 35 aminoacidos consecutivos
desde 190-224 en toda la enzima AHAS. La flecha indica la posicion en donde se introdujo la
mutacion P171S en arroz (O. sativa) la cual otorga resistencia contra el herbicida BM. B)
Mutaciones que resultan en la resistencia a herbicidas en plantas, levaduras y bacterias. X
indica que casi cualquier sustitucién da lugar a resistencia a herbicidas esto se enumeran
entre paréntesis. La tercera columna muestra el residuo equivalente en la secuencia de

AHAS de A. thaliana. La cuarta columna indica resistencia a una o varias familias de
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herbicidas. Sulfonilurea (SU), imidazolinona (IM), pirimidinil benzoatos (PB) vy
triazolopirimidinas (TP). Fuente: a) (Fartyal et al., 2018); b) (Chang & Duggleby, 1998a)

Herbicidas Comerciales

Como se mencioné anteriormente, AHAS es el target de cinco familias de
inhibidores: Sulfonilurea (SU), imidazolinona (IMI), triazolinona (TP), pirimidinil-
benzoato (PYB) y sulfonilamino-carbonil-triazolinona (SCT) (Figura 5). Estos
compuestos son a menudo selectivos para ciertas plantas las cuales tienen la
capacidad de convertir los herbicidas en derivados no toxicos (Pang et al., 2004).
Estas cinco familias de compuestos se encuentran entre las opciones mas populares
para los agricultores de todo el mundo, debido a que no son tdxicos tanto para
animales como para el ser humano (Duggleby & Pang, 2000). El descubrimiento de
AHAS ayudo a explicar porque estos herbicidas tienen muy baja toxicidad en los
animales, y esto se debe a que las enzimas de la ruta de biosintesis de BCAAS estan
ausentes, por lo que la toxicidad solo podria surgir si hubiera procesos no
relacionados afectados por estos compuestos (Duggleby et al., 2008). Entre las cinco
clases de inhibidores de AHAS, las sulfonilureas son la familia de inhibidores que
maés destacan ya que tienen una fuerte actividad inhibitoria sobre AHAS vegetales y
fangicas (Garcia, et al., 2017; Garcia et al., 2018). Por tal motivo estos herbicidas
comerciales son altamente preferidos a nivel global para el manejo de cultivos de

algodoén, maiz, trigo, cebada, arroz, entre otros(Garcia, et al., 2017) .
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Figura 5. Ejemplos de las cinco familias de herbicidas comerciales que inhiben AHAS.

A) sulfonilurea; B) imidazolinona; C) pirimidinil-benzoato; D) triazolopirimidina; y E)

sulfonilamino—cabonil-triazolinona. Fuente: (Garcia, et al., 2017).



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivos General
Disefiar variantes mutantes de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS)

de quinua (Chenopodium quinoa) resistente a herbicidas comerciales.

1.2.2. Objetivos Especificos
- ldentificar el gen ILV2 que codifica para la enzima acetohidroxiacido
sintasa de quinua (Chenopodium quinoa) (CQAHAS) y sus isoformas.
- Construir modelos tridimensionales de CgAHAS e identificar
aminoécidos esenciales para la union de herbicidas comerciales a
CqAHAS.
- Construir modelos tridimensionales de CQAHAS mutantes y evaluar la

resistencia inducida frente a diferentes herbicidas comerciales

1.3. Hipdtesis

1.3.1. Hipotesis nula (Ho)
La introduccion de variantes mutantes en el sitio de unién de herbicidas de AHAS de
la quinua (Chenopodium quinoa) no produce resistencia a los herbicidas que tienen

como objetivo la enzima AHAS.

1.3.2. Hipotesis alternativa (Ha)
La introduccion de variantes mutantes en el sitio de unién de herbicidas de AHAS de
la quinua (Chenopodium quinoa) produce resistencia a los herbicidas que tienen

como objetivo la enzima AHAS.



CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales, equipos
2.1.1. Materiales

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron las diferentes herramientas
bioinformaticas.

Paginas web

e Protein Data Bank (PDB)
e T-Coffee

e Boxshade

e Swiss-Model

e Yasara
Software Bioinformaticos

e WinCoot

e PyMOL

e GOLD- Protein Ligand Docking Sofware
e Microsoft Office

2.1.2. Equipos

e Computadora personal
2.2 Métodos

2.2.1. Identificacion el gen que codifica la enzima AHAS de quinua
(Chenopodium quinoa) CQAHAS

Se disefiaron variantes mutantes de la enzima acetohidroxiécido sintasa (AHAS) de
quinua (Chenopodium quinoa) CqAHAS para lo cual se selecciond informacion de
articulos cientificos que dieron soporte a la presencia de isoformas de esta enzima en
quinua. Mestanza et al., (2015) en su trabajo de investigacion reportd la primera
caracterizacion génica de AHAS en quinua, asi como su interaccion con genomas
homologos. A partir de este trabajo se identificd la secuencia de ADNc (ARNm) y

los aminoacidos que codifican para cada isoforma de CQAHAS. Para llevar a cabo
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2.2.1.

2.2.2.

esta actividad se emplearon los motores de busqueda y analisis del NCBI GenBank y
se extrajeron las secuencias de CQAHAS en formato FASTA.

Se realizé un alineamiento de todas las secuencias de CQAHAS encontradas para lo
cual se colocaron las secuencias, en formato FASTA, en un editor de texto como
Word. Luego, se realizé el alineamiento multiple mediante la herramienta T-Coffee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular), donde se colocé las secuencias en el
espacio disponible. Finalmente se selecciondé “Submit”, y una vez terminado el
alineamiento se procedio a descargar los resultados en formato “fasta-aln”.

Para la generacién de ilustraciones coloreadas que faciliten el andlisis del
alineamiento multiple se empled la herramienta Boxshade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Aqui se ingresaron los
resultados descargados de T-Coffee en la ventana en blanco, y se descargaron los
resultados en formato “RTF new”. El alineamiento se Vvisualizé y analizo en Word

se identifico las diferencias existentes entre cada isoforma de la enzima.

Comparacion de las secuencias de CQAHAS y AtAHAS

Posterior al anélisis de las isoformas de CqAHAS se las compar6 con el modelo
general de la enzima, A. thaliana (AtAHAS), ya que se dispone de una gran cantidad
de informacidn estructural y cinética de esta enzima.

Primeramente, se descargd la secuencia de aminoécidos que componen AtAHAS
(cédigo. AEE78430.1) de la base de datos GenBank. Posteriormente, se realiz6 un
alineamiento de las secuencias CQAHAS y AtAHAS mediante la herramienta T-
Coffe (http://tcoffe.crg.cat/apps/tcoffe/do:regular), como se describié anteriormente.
Para la generacion de ilustraciones coloreadas que ayuden el andlisis del
alineamiento maltiple se empled la herramienta Boxshade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). En la ventana en blanco
disponible se ingresd los resultados descargados de T-Coffe, para luego descargar
los resultados en formato “RTF_new”. El alineamiento obtenido se analizé en Word.
Con este procedimiento se pudo visualizar e identificar aquellos aminoacidos
relacionados con el sitio de union a inhibidores y, por ende, se identifico las
posiciones donde se evaluaron la resistencia inducida a herbicidas tomando como
punto de partida toda la literatura disponible para mutantes de AtAHAS resistentes a

herbicidas.

Construccion de modelos tridimensionales
Una vez identificada las potenciales mutaciones que se podrian implementar en

CgAHAS para otorgarle a la quinua resistencia a herbicidas comerciales se realizd
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2.2.3.

modelos tridimensionales de CQAHAS tomando como punto de partida la estructura
de AtAHAS (Cddigo PBD 5K6Q) obtenida de cristalografia de rayos X. Para ello se
extrajo el archivo con las coordenadas tridimensionales 5K6Q (extension.pdb) de la
base de datos Protein Data Bank (PDB; https://www.rcsb.org). Los modelos
tridimensionales, tanto de CgAHAS silvestres y sus versiones mutantes, se
construyeron con la herramienta SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org)

instituto suizo de bioinformatica.
Determinacion de la resistencia de las versiones mutantes de CQAHAS

La determinacién de la resistencia a herbicidas inducida virtualmente CQAHAS se
evaluaron mediante el acoplamiento molecular (docking). Este procedimiento
permitié cuantificar la afinidad de diferentes herbicidas comerciales, tanto en
CgAHAS silvestres y sus versiones mutantes, y su potencial uso en quinua resistente

a herbicidas.

Las poses adoptadas por los herbicidas en CqAHAS se analizaron mediante los
programas WinCoot y PyMOL. Para las ilustraciones del proceso de mutacion
virtual, primeramente, se abrid la estructura de CQAHAS en WinCoot identificando
el residuo P189. Posteriormente se seleccioné en la barra de mend derecha el boton
“mutante simple” para luego escoger el residuo serina (S) de la ventana emergente.
Se procedi6 a guardar las coordenadas de la enzima mutante como un nuevo archivo
.pdb. Este proceso se repiti6 para la mutacién de A114 por treonina(T) y los mejores

resultados se construyeron en PyMOL.

Los ensayos de acoplamiento molecular se empleé el programa de docking GOLD-
Protein Ligand Docking Sofware, se basa en un algoritmo genético para caracterizar
y puntuar las poses que puede adoptar una molécula (ligando) en un sitio

determinado de una proteina y las potenciales interacciones no covalentes.

Para ello se emplearon los modelos estructurales de CQAHAS construidos y las
librerias de herbicidas comerciales con potencial aplicacion en el cultivo de quinua
utilizando una configuracion general. Para ejecutar el programa primeramente se
cargo las coordenadas tridimensionales de los modelos de CQAHAS en formato.pdb
en GOLD. Posteriormente se prepar6 la proteina mediante la adicion de hidrogenos,
la eliminacion de moléculas de agua y la extraccion de los ligandos o cofactores. En
el programa se definid el sitio de unién de los herbicidas en la enzima, asi como la

libreria de compuestos a emplear. Finalmente, se inici6 el algoritmo de acoplamiento
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molecular y se analizo los resultados del acoplamiento tomando en cuenta lo valores
de energia libre determinados de la union de los herbicidas con CqAHAS vy ser
comparados con el control sin ninguna modificacion (Wild type, WT). La

configuracién del docking se realizO empleando las opciones por defecto.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis e interpretacion de los resultados

3.1.1

Identificacion del gen que codifica la enzima AHAS de quinua
(Chenopodium quinoa) CQAHAS

Las secuencias de aminoacidos de la subunidad catalitica de AHAS de quinua
(Chenopodium quinoa) (CqAHAS) se identificaron por medio de la herramienta
de busqueda de la base de datos del NCBI, GenBank. Producto de esta blsqueda
se encontrd que en la base de datos se encuentran depositadas al menos seis
diferentes isozimas de CqAHAS. Cuatro de estas secuencias son secuencias
parciales, mientras que los dos restantes pertenecen a secuencias completas de la
enzima, cuyos codigos de acceso son AlU47335.1 y AlU47336.1 (Tabla 2).

Tabla 2. Isozimas de Acetohidroxidcido Sintasa en quinua [Chenopodium
quinoa]

(CgAHASL) Codigo de acceso AlU47335.1

MAATSTNPSFSPFPTLSSKTPKPQSSIY ALPFPSNPKTPSSFLRRPLQISASQSANPKPPSATQTAVPSP
LTDENPQSFVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMEIHQALTRSSSIRNVLPRHEQGGV
FAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSI
TKHNYLVLDVEDIPRVVKEAFYLANSGRPGPVLIDIPKDIQQQLVVPNWDQPIKLGGYVSRLPKSKFSAN
EEGLLEQIVRLMSEAKKPVLYVGGGCLNSGEELRKFVELTGIPVASTLMGLGAYPCNDELSLHMLGMHGT
VYANYADKADLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALKGMNK
ILEFRKGKLNLDYSSWREELDEQKKKFPLSFKTFGEAIPPQYAIQMLDELTDGNAVISTGVGQHQMWAAQ
HYKYRNPRQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDIDGDGSFIMNVQELATIRVENLPVKIMLLN
NQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPSKAAEIFPDMLKFAEACDIPAARVTKVSELRAAMQKMLDTPGP
YLLDVIVPHQEHVLPMIPSGAAFKDTITEGDGRTSY

(CgAHAS2) Codigo de acceso AlU47336.1

MAATSSNPSFSPFPTLSSKTPKPQSSIYSLPFPTNPKTPSSFLRRPLQISASQSANPKPPSATQTAVPSP
LTDENPQSYVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMEIHQALTRSGSIRNVLPRHEQGGV
FAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSI
TKHNYLVLDVEDIPRVVKEAFYLANSGRPGPVLIDIPKDIQQQLVVPNWDQPIKLGGYVSRLPKSKFSAN
EEGLLEQIVRLMSEAKKPVLYVGGGCLNSSEELRKFVELTGIPVASTLMGLGAYPCNDELSLHMLGMHGT
VYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALKGMNK
ILESRKGKLNLDYSSWREELGEQKKKFPLSFKTFGEAIPPQYAIQMLDELTDGDAVISTGVGQHQMWAAQ
HYKYRNPRQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDIDGDGSFIMNVQELATIRVENLPVKIMLLN
NQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPAKEAEIFPDMLKFAEACDIPAARVTKVSELRAAMQKMLDTPGP
YLLDVIVPHQEHVLPMIPSGAAFKDIINEGDGRTSY
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3.1.2.

Para la comparacion de las dos secuencias de CgAHAS se realizd un
alineamiento mediante la herramienta Expasy Sim (Anexo 1). El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias fue de 98,05% (Tabla 3), lo que sugiere que
virtualmente las dos secuencias son idénticas. Sin embargo, se desconoce si una o
ambas isoformas de la enzima se expresa constitutivamente en quinua. Las dos
secuencias estan constituidas por 666 aminoacidos, lo cual es similar a lo
observado en AHAS de plantas, levaduras y bacterias. Por ejemplo, en plantas
como A. thaliana la enzima tiene una longitud de 670 aminoacidos (Salanoubat
et al., 2000), en la levadura Saccharomyces cerevisiae posee 687 aminoacidos
(Bowman et al., 1997) y en la bacteria Mycobacterium tuberculosis posee 618
aminoacidos (Lew et al., 2011). Esto indica que el tamafio de las isoformas de
CgAHAS identificadas guardan mayor concordancia con AtAHAS, la cual es
comunmente empleada como modelo de estudio de plantas, y que las secuencias
identificadas son completas (incluyendo su péptido de sefializacion hacia el

cloroplasto) y presumiblemente funcionales.

Tabla 3. Comparacion de las dos isozimas de CqAHAS de (Chenopodium
quinoa)

Variable Respuesta
Aminoéacidos comparados 666
Identidad 98,05%
Frecuencia de espacios no alineados 0,0 %
Score 3374

Fuente: (Autor, 2020)

Comparacion de la CQJAHAS con AtAHAS

A continuacion, se compard la homologia de secuencias de ambas isoformas de
CgAHAS con la secuencia de la subunidad catalitica de AtAHAS. Para ello,
primeramente, se identifico la secuencia de AtAHAS empleando el motor de
busqueda del NCBI, GenBank. La secuencia con codigo de acceso AEE78430.1
(subunidad catalitica de AtAHAS) fue empleada para la construccion de
alineamientos. Posteriormente, las secuencias fueron analizadas mediante la
herramienta Expasy Sim (Anexo 2), cuyo resultado mostré que el porcentaje de
identidad entre CqAHAS1 y AtAHAS es de 76.74%, mientras que entre
CgAHAS2 y AtAHAS la identidad es igual a 77.04% (Tabla 4). Ya que las dos

15



isoformas de CqgAHAS son muy similares entre si, fue predecible que sus
porcentajes de homologia con respecto a AtAHAS serian igualmente similares.
De esta forma, para poder definir si existen diferencias puntuales que puedan
influir en la union de los herbicidas a las isoformas de CqAHAS, lo cual es el
corazon este estudio, fue necesario analizar los residuos que contornean el sitio de
unién de herbicidas en AHAS identificados previamente en estructuras cristalinas
de AtAHAS.

Tabla 4. Comparacion de las dos isozimas de CQAHAS frente a AtAHAS

Secuencias AtAHAS CgAHAS1 CqgAHAS?2
AtAHAS 100.00 76.74 77.04
CgAHAS1 76.74 100.00 98.05
CgAHAS2 77.04 98.05 100.00

Fuente: (Autor, 2020)

Garcia et al. (2018) definieron que el sitio de unidn de herbicidas estd compuesto
por ocho segmentos del polipéptido. Al comparar estos ocho segmentos en
AtAHAS y CqAHAS (Figura 6) se puede observar que los residuos claves que
forman interacciones no covalentes con los herbicidas Clorimurén de etil (CE) e
Imazaquin (1Q) (Figura 6A, 6B) se encuentran perfectamente conservados en
ambas especies (Figura 6C). Estos resultados permitieron concluir gque tanto
CgAHAS1 como CgAHAS2 poseen caracteristicas que les otorgan a estas
isoenzimas actividad catalitica y también afinidad por herbicidas que inhiben
AHAS. De esta forma, para proseguir con el presente proyecto de investigacion
es posible tomar como base cualquiera de las dos secuencias para la construccion
del modelo tridimensional de CqAHAS y ensayar mutaciones que confieren
resistencia a herbicidas. En este sentido, se tomd la secuencia de CQAHAS1 para

los subsiguientes ensayos.
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CgAHAS1 340 LSLHMLGMHGTVYANY 365 AFGVRFDDRVTGKLEA 561 NQHLGMVVQWEDRFYK 642 HVLPMIPSGAAFKDTI
CqAHAS2 340 LSLHMLGMHGTVYANY 365 AFGVRFDDRVTGKLEA 561 NQHLGMVVQWEDRFYK 642 HVLPMIPSGAAFKDII

Figura 6. Aminoéacidos involucrados en la union de herbicidas a CQAHAS.

A) Inhibidor clorimurén etil en el sitio de union de herbicidas en AtAHAS (Codigo
1YBH). B) Inhibidor Imazaquin en el sitio de unién de herbicidas en AtAHAS (Cédigo
1Z8N) (PYMOL). C) Alineamiento multiple de secuencias de los residuos involucrados en
la union de herbicidas a AHAS. Ocho segmentos del polipéptido conforman el sitio de
union de herbicidas en la enzima AHAS. El * indica aquellos residuos que forman
contactos no covalentes con el inhibidor en AtAHAS. Los residuos Al1l4 y P189 en
CgAHAS (A122 y P197 en AtAHAS), marcados de azul, fueron considerados para

generar las variantes mutantes de la enzima.

3.1.3. Construccién de modelos tridimensionales de CQAHAS silvestre y mutantes
El modelo tridimensional de CQAHAS se construyé mediante la herramienta SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org) del instituto suizo de bioinformética. Para
ello se ingreso la secuencia de CQAHASI (Tabla 2) en la interfaz gréafica del servidor
y se realiz6 una busqueda de la plantilla més apropiada con respecto a la secuencia de
CgAHAS vy la estructura secundaria estimada por el programa. SWISS-MODEL
consider6 50 plantillas diferentes de la base de datos completa del Protein Data Bank
(PDB) para la construccion del modelo de CQAHAS. Estas plantillas corresponden a
estructuras similares que cubren la secuencia completa y comparten alta identidad de
secuencia con CqAHAS (Figura 7). Los resultados permitieron determinar que la
estructura cristalina de AtAHAS en complejo con el herbicida monosulfurén (MS)
(codigo PDB: 3E9Y) presentd las mejores estadisticas, y por consiguiente, fue idonea
para la generacion del modelo tridimensional de CQAHAS. Es importante mencionar

que el complejo MS-AtAHAS no cuenta con 86 residuos de su extremo N-terminal,
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los cuales corresponden al péptido de transito hacia el cloroplasto y fueron

eliminados para facilitar la expresion de la proteina. Ademas, dos residuos del

extremo C-terminal de este complejo no pudieron ser colocados en el mapa de

densidad electronica, y, por ende, fueron eliminados del modelo (Wang et al., 2009).
De esta forma, la identidad de secuencia entre CQAHAS y MS-AtAHAS (82.36%)

determinada por SWISS-MODEL fue establecida tomando en consideracién

Unicamente 582 residuos de AtAHAS. Ya que el modelo de CqQAHAS fue generado

con base a 3E9Y, este también carece de los residuos en los extremos N- y C-terminal

antes mencionados.

11Sort #Coverage $GMQE $QSQE <ldentity $+Method #Oligo State #¢Ligands
3e9y.1.A Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase in complex with monosulfuron
v [-_ 0.84 0.84 82.36 X-ray, 3.0A homo-dimer 2x1MS®, 2xNHEY, 2 x MG, 2 x TDM
v “ 2 x FABY
1z8n.1.A Acetolactate synthase
Crystal structure of Arabidopsis thaliana Acetohydroxyacid synthase In Complex With An Imidazolinone Herbicide,
Imazaquin
v _— 0.83 0.60 82.65 X-ray, 2.8A homo- 4xMGY, 8x11Q% 4 x NHEY, 4 x FADY
tetramer v’ ,4xTPPY
6vz8.1.A Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase complex with valine bound
v [-_ 0.80 0.77 8185 EM hetero-16- 8xMGY, 8 x FADY, 8 x TPPY, 8 x VAL"
mer A
6u9h.1.A Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase complex
v [-- 0.80 0.84 8185 EM hetero-16- 8xMGY, 8 xFADY, 8 x TPPY
mer A
6u9h.1.B Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase complex
v [-- 0.80 0.84 8185 EM hetero-16- 8xMGY, 8 x FADY, 8 x TPP“
mer A
6vz8.1.A Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase complex with valine bound
v [-- 0.79 0.77 8239 EM hetero-16- 8xMGY, 8 x FADY, 8 x TPPY, 8 x VALY
mer A
6u9h.1.A Acetolactate synthase, chloroplastic
Arabidopsis thaliana acetohydroxyacid synthase complex
v [-- 0.79 0.84 8239 EM hetero-16- 8 xMGY, 8 x FADY, 8 x TPP“
mer &

Figura 7. Mejores estructuras plantilla determinadas por SWISS-MODEL para la

generacion del modelo tridimensional de CQAHAS

Lista de las 7 mejores plantillas clasificadas de acuerdo con la calidad esperada del
modelo, GMQE, a partir del andlisis de la libreria de plantillas de SWISS-MODEL
(SMTL). La mejor plantilla, resaltada en el recuadro rojo, fue la estructura 3E9Y que
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corresponde a la estructura cristalina de A. thaliana en complejo con el herbicida
monosulfuron (MS).

El modelo de CqAHAS generado a partir de 3E9Y arroj6 un valor de 0.84 para los
pardmetros de estimacion de la calidad del modelo global (GMQE) y la estimacion de
la calidad de la estructura cuaternaria (QSQE) (Figura 7). La variable GMQE es una
estimacion de la calidad que combina las propiedades del alineamiento objetivo-
plantilla y la estructura de la plantilla. Estas se combinan mediante un perceptron
multicapa. La puntuacion de GMQE resultante se expresa como un nidmero entre 0 y
1, lo que refleja la precision esperada de un modelo construido con esa alineacion y
plantilla, normalizada por la cobertura de la secuencia objetivo. Los numeros méas
altos indican una mayor confiabilidad del modelo. Una vez que se construye un
modelo, el GMQE se actualiza para este caso especifico teniendo en cuenta también
la puntuacion de calidad absoluta del modelo obtenido (QMEAN) para aumentar la
confiabilidad de la estimacion de la calidad (SWISS Institute of Binformatics, n.d.)
En el caso de la estructura generada para CQAHAS, el valor de GMQE obtenido es

cercano a 1, lo cual valida el modelo.

Por otra parte, ya que la subunidad catalitica de CqAHAS es un homodimero,
SWISS-MODEL empled un algoritmo basado en machine learning para identificar la
conservacion de la interfaz entre los dos polipéptido (Bertoni et al., 2017), y aplicé un
agrupamiento estructural para definir la mejor conformacion oligomérica con base a
la QSQE. La puntuacion QSQE también es un numero entre 0 y 1, que refleja la
precision esperada de los contactos que ocurren entre las cadenas de polipéptido para
un modelo construido en base a una alineacion y plantilla determinadas. En general,
un QSQE cercano a 1 es deseable, mientras que un valor por encima de 0,7 puede
considerarse confiable para la estructura cuaternaria predicha en el proceso de
modelado. Esto complementa la puntuacion GMQE que estima la precision de la
estructura terciaria del modelo resultante (SWISS Institute of Binformatics, n.d.).
SWISS-MODEL ademés generd un arbol de decisiones con base a las plantillas
consideradas durante la construccion del modelo (Figura 8). Este arbol agrupa a las
plantillas en funcion de su conformacion oligomérica (En el caso de CqAHAS
dimeros y tetrameros), asi como la identidad y cobertura de la secuencia que se ilustra
en cuadros rellenados con color azul junto al nombre de la estructura plantilla.
Mientras méas oscuro sea la tonalidad del recuadro, mayor es la identidad y cobertura
de la secuencia diana (Figura 8). Al analizar el arbol de decisiones se puede observar

que la mayoria de plantillas poseen una conformacion homodimérica (Figura 8A),

19



cuya estructura corresponde a la unidad basica de la subunidad catalitica de AHAS
que interactda con la subunidad regulatoria mediante su dominio ACT (Lonhienne et
al., 2020). Ademas, las plantillas diméricas consideradas por el servidor poseen el
mayor grado de identidad y cobertura de la secuencia diana. Dentro de este grupo se
encuentra la estructura plantilla, 3E9Y, seleccionada para construir el modelo de
CgAHAS, y acordemente, el modelo de CgAHAS silvestre fue generado como un
homodimero. Adicionalmente, el analisis PPI (interfaz proteina-proteina) muestra que
existe una mayor conservacion para las interfaces establecidas en los complejos
homodiméricos (Figura 8B). De esta forma, se puede concluir que el modelo
homodimérico de CqAHAS es el mas apropiado. Estos resultados son congruentes
con la estructura del complejo holoenzima de AHAS, en el cual la subunidad
catalitica forma un homodimero, el cual esta unido a la subunidad regulatoria
(Lonhienne et al., 2020). De esta forma, la estabilizacion de una estructura
tetramérica es virtualmente inviable en el contexto celular y solamente se ha podido
observar en situaciones donde la subunidad regulatoria estd ausente y las

concentraciones de subunidad catalitica son altas (en el orden pM).
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Figura 8. Arbol de decisiones construido por SWISS-MODEL en funcién de la
conformacion oligomérica de las estructuras plantilla consideradas para

generar el modelo tridimensional de CQAHAS.

A) Cada hoja del arbol corresponde a una plantilla etiquetada con su cédigo PDB. El
recuadro de color rojo indica la secuencia (3E9Y.1.A) que presenta una identidad y
cobertura superior con respecto a las 50 plantillas consideradas para la construccion del
modelo de CgAHAS. Los cuadros rellenados con color blanco (ausencia) o azul
(presencia) indican la cobertura de la secuencia diana. B) La huella de interacciones
proteina-proteina (PPI fingerprint) muestra que los residuos de CqAHAS tienen mayor

grado de conservacion (valores menores a 0) en las estructuras plantilla homodiméricas.
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SWISS-MODEL identifico ciertas variaciones en los residuos de aminoacidos
gue conforman el sitio de unién de los cofactores FAD y ThDP, por lo cual estos
ligandos no fueron incluidos en el modelo tridimensional de CqAHAS (Figura
9A). Sin embargo, los cofactores de la enzima fueron insertados en el polipéptido
por sobre posicién con la estructura plantilla 3E9Y mediante Wincoot (Figura
9B).

A e

Figura 9. Modelo tridimensional de CQAHAS

A) Representacion cartoon de CqAHAS con base a las coordenadas 3D generadas por
SWISS-MODEL. La enzima es un homodimero, unidad basica para realizar la actividad
catalitica de la enzima. Cada cadena de polipéptido ha sido coloreada de forma distinta
B) Representacion cartoon de un solo mondmero de CgAHAS con sus cofactores
representados en modelos de palillos. Los &tomos de carbono en son amarillo para FAD,
azul para ThDP y verde para el polipéptido. Los atomos de nitrégeno, oxigeno, fésforo y
azufre son de color azul, rojo, naranja y amarillo, respectivamente. El ién magnesio esta

representado por una esfera de color magenta.

De entre las cinco familias de herbicidas comerciales que inhiben AHAS, las
IMIs y SUs son las mas comunes debido a que fueron las primeras familias en
descubrirse y aprobarse para uso comercial. De hecho estos inhibidores
ingresaron al mercado tiempo antes de que se conociera que ejercen su actividad
sobre AHAS (Duggleby & Pang, 2000). Por otra parte, los inhibidores de ambas
familias son altamente efectivos para erradicar plantas arvenses de cultivos
comerciales y cuentan con gran aceptacion por su baja tasa de aplicacién en
campo (10 a 100 g/ha) buena absorcion, actividad pre y post germinacion, tasa de
degradacion moderada o répida en suelo y baja toxicidad para los animales
(Garciaetal., 2017; Russell et al., 2002).
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Con estos antecedentes y con base al andlisis estructural de los complejos CE-
AtAHAS e IQ-AtAHAS vy a los resultados obtenidos en estudios de campo y
laboratorio, se consider6 apropiado ensayar las mutaciones A114T y P189S en
CgAHAS (A122 y P197 en AtAHAS). Palmieri (2019) demostré que la
mutacion A122T otorga resistencia a herbicidas de la familia IMI en plantas
como S. ptychanthum, A.hybridus y E.crus-galli. Por otra parte, Fartyal et al.,
(2018) demostraron que la sustitucion P171S (P197 en AtAHAS) le confiere a
plantas de arroz (Oriza sativa) resistencia al herbicida bensulfurén metil (BM),
miembro de la familia SU. En ambos estudios se reportd que las plantas no
presentaron ninguna diferencia fenotipica con respecto a las variables silvestres
(Wild type, WT) por lo que se infiere que las substituciones introducidas en la
enzima AHAS no ocasionaron cambios en sus propiedades cataliticas. De hecho,
la variante mutante de Oriza sativa tiene un amplio potencial para generar altos
rendimientos en campo con respecto a la variedad WR, ya que el programa de
control de malezas en su cultivo permite la aplicacion de un herbicida de amplio
espectro, como el BM. Ademas, existe un amplio registro de la ocurrencia de las
mutaciones A122T y P197S en diferentes plantas arvenses (WeedScience, 2021),
lo cual, en conjunto, sugiere que al generar una planta de quinua genéticamente
modificada mediante las mutaciones A114T o P189S en CqAHAS no se

produciria un desarrollo anormal de la planta.

La hipotesis planteada en el presente proyecto de investigacion propone que la
introduccion de substituciones (A114T o P189S) en el sitio de unidén de
herbicidas de CqQAHAS es capaz de generar resistencia a herbicidas de las
familias sulfonylurea (CE) e imidazolinona (1Q). Para demostrar esta hipotesis, se
generd variantes mutantes de CqgAHAS con base al modelo tridimensional
obtenido mediante SWISS-MODEL. Las mutaciones A114T y P189S fueron
introducidas, por separado, en el sitio de unidén de herbicidas mediante el
programa WinCoot (Figura 10). Los angulos de torsion para ambos residuos
fueron refinados mediante Yasara (Krieger et al., 2009). La comparacién entre el
sitio de union de herbicidas de CqQAHAS silvestre con las variantes mutantes
muestra que la sustitucién P189S introduce un cambio sustancial en la estructura
y naturaleza de la cadena lateral del residuo prolina. Por ejemplo, la cadena
lateral de la prolina forma un anillo de cinco miembros, lo que le otorga un mayor
volumen con respecto a la cadena lateral de la serina, la cual es mucho mas corta.
Ademas, la prolina es un residuo de carécter hidrofobico, mientras que la cadena

lateral de la serina posee un grupo OH en su parte terminal, lo cual le otorga una
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3.1.4.

caracteristica polar sin carga (Figuras 10A y 10C). Por otra parte, la sustitucion
A114T principalmente provoca una reduccion en el volumen del sitio de unién de
los herbicidas debido a que la treonina, a diferencia de la alanina, posee los
grupos CH3 y OH unidos al C 8 de su cadena lateral (Figuras 10A y 10B). Al
igual que la serina, la treonina también posee un grupo OH que le da una

caracteristica polar.

D372 <§
v

R37

Figura 10. Mutaciones puntuales introducidas en CQAHAS.

A) Sitio de union a herbicidas en CqAHAS silvestre (WT). B) Modelo de la variante
mutante A114T. C) Modelo de la variante mutante P189S. Los residuos que forman
contactos no covalentes con los inhibidores IQ o CE se muestran en modelos de palillos.
Los residuos A114 y P189, modificados en el presente estudio, se muestran de diferente

color.

Efecto de las mutaciones A114T y P189S en el modo de unién de herbicidas
de las familias IM1 y SU

El acoplamiento molecular, también conocido como molecular docking en inglés,
es una herramienta muy util que nos permite predecir la energia de unién vy el
modo de enlace entre un ligando y una proteina. Estos parametros se relacionan a
la naturaleza y numero de las interacciones no covalentes que se dan entre los
atomos del ligando y los residuos que conforman su sitio de unién en la proteina
o0 receptor (Nataraj et al., 2017). De esta forma, con la finalidad de observar el
efecto de las mutaciones A114T y P189S sobre la energia y modo de unién de los
inhibidores CE e IQ en el sitio de union de herbicidas de CQAHAS, se realizo el
acoplamiento empleando el software GOLD y los modelos computacionales
construidos para la forma silvestre CQAHAS y sus variantes mutantes. GOLD
arroja una tabla de resultados, donde las variables mas importantes son el valor de
SCORE y S(PLP). ElI SCORE corresponde a la puntuacion global del
acoplamiento y es la variable que mejor resume los célculos efectuados por

GOLD. El SCORE se determina tomando en cuenta el coeficiente PLP (una
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simulacién de la atraccion y repulsion de las moléculas), coeficiente del potencial
de choques atémicos, coeficiente de torsidn del ligando, coeficiente energético de
la proteina, coeficiente de restricciones de movimiento, funcion de enlaces de
hidr6geno y enlaces metalicos. Mientras mayor sea el valor de SCORE, mayor
sera la afinidad del ligando por la proteina. Por otra parte, como se menciond
anteriormente, el valor PLP refleja el equilibrio entre la atraccion y repulsion de
cada uno de los &omos del ligando y de los residuos en su entorno. En este caso,
valores negativos reflejan una mayor atraccion, mientras que valores positivos

representan repulsion (Cambridge, 2019).

Primeramente, se realizo el acoplamiento molecular de 1Q y CE en el sitio de
union de herbicidas de la forma nativa de la enzima (WT). De esta forma tanto
los valores de SCORE como la pose de los herbicidas al unirse a CQAHAS
sirvieron como control para evaluar el efecto de las mutaciones sobre la union de
IQ y CE. El valor de SCORE para CE fue de 80.85, mientras que para 1Q fue
igual a 50.91 (Tabla 5). Los valores de S(PLP) para ambos herbicidas fue
negativo, lo cual indica que tienen afinidad por la enzima. En funcion a estos
resultados se podria decir que CE es mejor inhibidor que 1Q, ya que la afinidad de
CE por la enzima es aproximadamente 1.6 veces mas alta que aquella observada
para 1Q. Esto es congruente con la notable diferencia que existe en las K;
reportadas para estos herbicidas al inhibir AtAHAS. Por ejemplo, los valores de
Ki para CE e IQ al unirse a AtAHAS son 74.7 nM y 18500 nM, respectivamente
(Garcia, et al., 2017). Por otra parte, esta comparacion permite inferir que una
pequefa variacién en las puntuaciones SCORE y PLP corresponden a una amplia

variacioén en la constante de inhibicion.
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Tabla 5. Valores de puntuacién del acoplamiento molecular de CE e 1Q en el
sitio de unidn de herbicidas de CQAHAS silvestre y mutantes.

Ligando SCORE S (PLP)
(CHEMPLP)

WT

CE 80.85 -77.55
IQ 50.91 -46.57
Al14T

CE 80.08 -72.03
IQ 50.42 -45.43
P189S

CE 77.81 -71.74
IQ 49.74 -48.00

CE= Clorimurdn etil; 1Q= Imazaquin

Ademés, se compar6 el modo de union determinado por GOLD para el
acoplamiento de CE e 1Q en la forma silvestre de CQAHAS con el modo de union
determinado para estos herbicidas en AtAHAS mediante cristalografia de rayos X
(Figura 11) (McCourt et al., 2006). La superposicion de los complejos CE-
CgAHAS y CE-AtAHAS (Figura 11A) o 1Q-CqgAHAS e IQ-AtAHAS (Figura
11B) sugiere que el modo de union de los herbicidas en ambas enzimas es
virtualmente idéntico. Esto se debe al alto grado de conservacion que existe en
los residuos que contornean el sitio de union de herbicidas en AHAS en el reino
vegetal (Duggleby & Pang, 2000), incluyendo a AtAHAS y CqAHAS (Figura 6).
Como se observa en la figura 11B, la fraccion 4-metil-5-oxo-4-propan-2-il-1H-
imidazol de 1Q presenta una pequefia variacion en la conformacién que adopta en
ambas enzimas, lo cual parece estar relacionado a los ajustes que sufren las
cadenas laterales de los residuos que contornean el sitio de union durante la
asociacion del inhibidor (Garcia, et al., 2017), aspecto que puede ser dificil de
simular computacionalmente. Por otra parte, esta comparacion valida los
resultados proporcionados por GOLD y permite evaluar el efecto de mutaciones
puntuales introducidas en CqAHAS sobre la afinidad y modo de unién de los

herbicidas.
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Figura 11. Sitio de union de CE e IQ en CqJAHAS y AtAHAS.A) Superposicion del
complejo CE-CqAHAS silvestre (WT) y CE-AtAHAS. B) Superposicién del complejo 1Q-
CgAHAS silvestre (WT) e 1Q-AtAHAS. Los residuos que forman interacciones con los
herbicidas se muestran en modo de palillos finos, mientras que los inhibidores se
muestran en modelos de cilindros. Los atomos de carbono son de color verde para
CgAHAS y cian para AtAHAS. Los colores de los otros atomos siguen el esquema

descrito anteriormente.

Posteriormente, se realizd el acoplamiento molecular de CE e 1Q en las variantes
A114T y P189S de CqAHAS. Los resultados sugieren la mutacion P189S puede
provocar resistencia al herbicida CE, mientras que la mutaciéon A114T tiene un
efecto negativo sobre la union de 1Q a la enzima (Tabla 5). El acoplamiento de
CE en cada variante mutante arrojé valores de SCORE y S(PLP) iguales a 80.08
y -72.03 (Al114T) y 77.81 y -71.74 (P189S). En cada caso, las puntuaciones
observadas fueron inferiores a aquellas del control. Sin embargo, se puede
concluir que los valores determinados por GOLD para la mutacién P189S son
significativamente menores que aquellos calculados para la variante silvestre y el
mutante A114T.

El andlisis tridimensional de los resultados sugiere que la sustitucion A114T
provoca un cambio en la conformacién del grupo etil-2-benzoato debido los
choques estéricos que ocurren con el grupo CH; que de la cadena lateral de la
treonina (Figura 12A y 12B). Las interacciones que CE forma con Al114 son de
tipo apolar; por lo cual, las distancias entre el grupo éster de CE y el C B de la
alanina son de 3.7 a 3.9 A (Figura 12A). En contraste, en presencia de la cadena
lateral de la treonina, mas voluminosa que aquella de la alanina, estas distancias
se reducen a 2.5y 2.8 A, lo cual genera interacciones negativas que provocan un
giro de 180° en el anillo bencénico con respecto al grupo sulfonilo (Figura 12B).
Se ha reportado que la mutacion A122T en Xanthium strumarium (Bernasconi et

al., 1995) Solanum ptycanthum (Milliman et al., 2003), Amaranthus powellii
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(McNaughton et al., 2005) y Amaranthus hybridus (Whaley et al., 2006), no
provoca resistencia a herbicidas de la familia SU. Esto justifica el hecho de que el
valor de SCORE reportado por GOLD para el acoplamiento de CE en el mutante
Al14T sea tan solo 1% menor con respecto al control. De acuerdo a los estudios
realizados en AtAHAS, es necesaria la sustitucion de la alanina por un residuo de
mayor volumen para generar una resistencia a SUs. Por ejemplo, la mutacion
A122V incremento 4.1 veces el valor de K; de CE (Chang & Duggleby, 1998a).

N/ 6113
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Figura 12. Acoplamiento molecular de CE en las variantes silvestre y mutantes de
CgAHAS A) Complejo CE-CqAHAS silvestre (WT). B) Complejo CE-CqAHAS-A114T.
C) Complejo CE-CqAHAS-P189S. Con el fin de observar las diferencias en el modo de
unién de CE en las variantes mutantes, en los paneles B y C se superpuso la
conformacion que adopta el inhibidor cuando se une a la variante WT. Los residuos que
forman interacciones con el herbicida se muestran en modo de palillos finos, mientras
que el inhibidor se muestra en modelo de cilindros. Los &tomos de carbono son de color
verde para la variante silvestre, mientras que son de color magenta para las variantes
mutantes. Los residuos A114T y P189S se muestran de color cian. Los colores de los
otros atomos siguen el esquema descrito anteriormente. Las lineas punteadas de color
negro representan interacciones favorables entre la enzima con el inhibidor, mientras

que las lineas de color rojo muestran interacciones desfavorables.

El presencia de la sustitucion P189S también se pudo observar un pequefio
cambio en la conformacidn del grupo etil-2-benzoato de CE, el cual surge debido
a la ausencia de las interacciones que la cadena lateral de la prolina forma con el
anillo aromatico del inhibidor (Figura 12A y 12C). Estudios previos han
demostrado que P189 es crucial para la union de los herbicidas de la familia SU a
AHAS de diferentes organismos, ya que forma una interaccion = -carbono con el
anillo aromatico del herbicida (Garcia et al., 2018; Lonhienne et al., 2018). Esta
interaccion es ademas responsable de la conformacion en “V” que adoptan estos
herbicidas en su sitio de union en la enzima. De acuerdo al valor de S(PLP)
determinado para el complejo CE-CqAHAS-P189S, la afinidad del inhibidor por

la enzima decrece un 7.5%, lo cual en Kochia scoparia (Guttieri et al., 1995),
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Lindemia dubia (Uchino & Watanabe, 2002), Amaranthus blitoides (Sibony &
Rubin, 2003) y Oriza sativa (Fartyal et al., 2018), entre otras plantas, genera

una fuerte resistencia a inhibidores de la familia SU.

En cuanto a los experimentos realizados con el herbicida 1Q en el mutante A114T
se obtuvo valores de SCORE y PLP inferiores al control WT (Tabla 5). Al
analizar el modo de union de IQ en la enzima se pudo observar un cambio notable
en la posicion que adopta el inhibidor en el sitio de union de herbicidas (Figura
13A y 13B). La sustitucion de alanina por treonina genera una reduccion del
espacio ocupado por el grupo propan-2-il de 1Q, lo cual provoca el
desplazamiento del herbicida hacia la superficie de la proteina. De forma similar
a lo observado en el complejo CE-CqQAHAS-AL114T, el grupo CH; de la cadena
lateral de la treonina forma choques estéricos con el herbicida ya que este se
ubica tan solo a 2.8 0 3.0 A del 4tomo mas cercano del grupo propan-2-il de 1Q
(Figura 13B). Sin embargo, el desplazamiento de 1Q en 0.2 a 0.4 A seria
suficiente para evitar choques estérico y formar contactos hidrofobicos
apropiados. De esta forma, los resultados sugieren que la substitucion A114T
puede generar resistencia baja a moderada a 1Q. Ademas de conocerse que la
mutacién A122V causa una extremadamente alta resistencia a 1Q en AtAHAS
(Chang & Duggleby, 1998) no existen datos experimentales procedentes que

permitan analizar los datos a mayor profundidad.
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Figura 13. Acoplamiento molecular de 1Q en las variantes silvestre y mutantes de

CgAHAS A) Complejo 1Q-CqAHAS silvestre (WT). B) Complejo 1Q-CqAHAS-A114T. C)

Complejo 1Q-CqAHAS-P189S. Con el fin de observar las diferencias en el modo de union
de 1Q en las variantes mutantes, en los paneles B y C se superpuso la conformacion que
adopta el inhibidor cuando se une a la variante WT. Los residuos que forman
interacciones con el herbicida se muestran en modo de palillos finos, mientras que el
inhibidor se muestra en modelo de cilindros. Los atomos de carbono son de color verde
para la variante silvestre, mientras que son de color magenta para las variantes
mutantes. Los residuos A114T y P189S se muestran de color cian. Los colores de los
otros atomos siguen el esquema descrito anteriormente. Las lineas punteadas de color
negro representan interacciones favorables entre la enzima con el inhibidor, mientras

que las lineas de color rojo muestran interacciones desfavorables.

Finalmente, los valores de SCORE y S (PLP) arrojados por GOLD para el
acoplamiento de 1Q en CQAHAS-P189S (Tabla 5) sugieren que el herbicida se
une a la enzima con mayor afinidad con respecto al control (WT). El valor de
afinidad PLP increment6 de -46.57 a -48.00 y de esta forma se puede concluir
gue la sustitucién P189S no es capaz de generar una resistencia a 1Q. El analisis
del complejo 1Q-CqQAHAS-P189S muestra que la P189 no aporta con
interacciones importantes para la union del herbicida a la enzima (Figura 13A).
Por lo tanto, al reemplazar la prolina por serina se esperaria que no ocurra una
gran reconfiguracion del sitio de unién de herbicidas y el modo de unién de 1Q
sea virtualmente el mismo que aquel que se observa en la variante silvestre
(Figura 13C). Varios estudios han demostrado que esta mutacion es capaz de
causar algun grado de resistencia a 1Q (Sibony & Rubin, 2003)(Kaloumenos et
al., 2011) pero al mismo tiempo existe evidencia de que variantes que llevan la

mutacion P189S mantienen su susceptibilidad al herbicida (Uchino et al., 2007).
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3.2. Verificacion de la Hipdtesis

Se identificaron los sitios de uniéon de herbicidas mediante los modelos

tridimensionales de CqAHAS y se realizo el acoplamiento molecular de los

herbicidas CE e IQ en las variantes mutantes A114T y P189S. Los resultados

obtenidos proporcionaron evidencias para aceptar la hipotesis alternativa. “La

introduccion de variantes mutantes en el sitio de unién de herbicidas de AHAS de

la quinua (Chenopodium quinoa) produce resistencia a los herbicidas que tienen

como objetivo la enzima AHAS” y, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

El disefio de variantes mutantes de la enzima acetohidroxiacido sintasa
(AHAS) de quinua (Chenopodium quinoa) es de gran importancia para
introducir resistencia a herbicidas comerciales que acttan sobre AHAS.
Esto permite proporcionar herramientas a los agricultores que faciliten el
control integral de malezas.

Se identifico dos isoformas puntuales completas para la enzima
acetohidroxiacido sintasa de quinua (Chenopodium quinoa) (CQAHAS).
Cualquiera de estas isoformas puede ser empleada para la generacion de
variantes mutantes de la enzima mediante el uso de ingenieria genética.
Se construy6d el modelo tridimensional de CqAHAS a partir de la
estructura tridimensional de AtAHAS en complejo con el herbicida MS
(3E9Y). Esto fue fundamental para poder determinar la afinidad de los
inhibidores CE e 1Q por el sitio de union de herbicidas en CQAHAS.

Se construyé los modelos tridimensionales de los mutantes A114T y
P189S, modelos que sirvieron para realizar el acoplamiento molecular se
dé CE y IQ y evaluar la generacién de resistencia inducida por efecto de

las sustituciones de aminoacidos
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4.2.Recomendaciones

- Determinar el efecto de las mutaciones A114T y P189S sobre la afinidad
de inhibidores pertenecientes a las familias de herbicidas PB, SCT y TP
con el fin de evaluar su potencial uso sobre las variantes mutantes
disefiadas en el presente estudio.

- Estudiar las variantes mutantes realizadas en el presente estudio a nivel
de laboratorio para asi determinar su resistencia a los inhibidores
seleccionados.

- Disefiar nuevas variantes mutantes con el objetivo de determinar la mejor
estrategia de construccion de una linea de quinua genéticamente

modificada, resistente a herbicidas que actian sobre AHAS.
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ANEXOS

Anexo 1 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las dos isoformas de

AHAS en C. quinoa. * indica que los aminoacidos comparados estan

conservados, mientras que los espacios en blanco indican que no estan

conservados
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SATQTAVPSPLTDENPQSEFVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMETIHQ
SATQTAVPSPLTDENPQSYVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYPGGASMETIHQ

R I b b b I b b b b b S b I S R I I R b b b S b e b b b b b b b b b b b b b b b I i b3

ALTRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVP
ALTRSGSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSVP

KAKKK AR KA A A A AR KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA FA A A A A I A A A A AR A AR AR F A A KK
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LVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRVVKEAFYLANSGRPG
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PVLIDIPKDIQQQLVVPNWDQPIKLGGYVSRLPKSKFSANEEGLLEQIVRLMSEAKKPVL

R R R I e I e I I I I I b e b e I b e S R I b e b b b b b b b b b b b S
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YVGGGCLNSSEELRKFVELTGIPVASTLMGLGAYPCNDELSLHMLGMHGTVYANYAVDKA

KAKAKKARK K, A AR AR A AR A AR A A A AR A A A A A A AR A A A AR A A AR A AR AR AR A AR A Ak Xk

DLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALKGMNK
DLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADVKLALKGMNK

KA AR AR AR A AR AR A AR AR A A KA A R A A A AR AA A A KA A XA KA A AA I AR A A KA XA AR A XA A A KK
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ILESRKGKLNLDYSSWREELGEQKKKFPLSFKTFGEAIPPQYAIQMLDELTDGDAVISTG

Kdhk KhAk kA khkhkhAhkhkkhhkhkkhhhkh ,hkdkhkhkhhhkhkhrkhhhkhhrdhkhkkhhhhkrkhhkhkhkrkhhhxk *hrxkhkx*x

VGOHOMWAAQHYKYRNPROWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDIDGDGSEFIMN
VGOHOMWAAQHYKYRNPROWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDIDGDGSFIMN
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Anexo 2 Alineamiento multiple de las dos isoformas de CQAHAS en y AtAHAS

AtAHAS
CgRAHAS1
CQRHAS2

AtAHAS
CgRAHAS1
CgRHAS2

AtAHAS
CgRHAS1
CgRAHAS2

AtAHAS
CgBHAS1
CQAHAS2

AtAHAS
CgRAHAS1
CQRHAS2

AtAHAS
CgRAHAS1
CgRHAS2

AtAHAS
CgBHAS1
CQAHAS?2

AtAHAS
CgRAHAS1
CQRHAS2

AtAHAS
CgRHAS1
CgRAHAS2

AtAHAS
CqRHAS1
CgRAHAS2

AtAHAS
CgRAHAS1
CQRHAS2

AtAHAS
CgRAHAS1
CgRAHAS2

60
53
53

120
112
112

180
172
172

240
232
232

296
292
292

356
352
352

416
412
412

476
472
472

536
532
532

596
592
592

656
652
652

MAAATTTTTTSSSISFSTKPSPSSSKSPLPIS-RESLPEFSLNPNKSSSSSRRRGIKSSSP
MAAT-—-—-——— STNPSEFSPFPTL-SSKTPKPQSSIYALPFPSNPKTPS-SFLRRPLQISAS
MAAT-—-—-——-— SSNPSEFSPFPTL-SSKTPKPQSSIYSLPFPTNPKTPS-SFLRRPLQISAS

SSISAVLNTTTNVTTTPSPTKPTKPETFISRFAPDQPRKGADILVEALERQGVETVFAYP
QSANPKPPSA-TQTAVPSPLTDENPQSEFVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYP
QOSANPKPPSA-TQTAVPSPLTDENPQSYVSRFAPDEPRKGCDVLVEALEREGVTNVFAYP

aa a
GGASMETIHQALTRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLVSGL
GGASMETIHQALTRSSSIRNVLPRHEQGGVFAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGL
GGASMEIHQALTRSGSIRNVLPRHEQGGVEFAAEGYARATGRVGVCIATSGPGATNLVSGL

aa aa aa
ADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRIIEEAF
ADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRVVKEAF
ADALLDSVPLVAITGQVPRRMIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRVVKEAF

a
FLATSGRPGPVLVDVPKDIQQQLATIPNWEQAMRLPGYMSRMPKPP----EDSHLEQIVRL
YLANSGRPGPVLIDIPKDIQQQLVVPNWDQPIKLGGYVSRLPKSKFSANEEGLLEQIVRL
YLANSGRPGPVLIDIPKDIQQQLVVPNWDOPIKLGGYVSRLPKSKFSANEEGLLEQIVRL

a
ISESKKPVLYVGGGCLNSSDELGREFVELTGIPVASTLMGLGSYPCDDELSLHMLGMHGTV
MSEAKKPVLYVGGGCLNSGEELRKEFVELTGIPVASTLMGLGAYPCNDELSLHMLGMHGTV
MSEAKKPVLYVGGGCLNSSEELRKEFVELTGIPVASTLMGLGAYPCNDELSLHMLGMHGTV

aa
YANYAVEHSDLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKTPHVSVCGDV
YANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADV
YANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSAEIGKNKQPHVSICADV

KLALQGMNKVLENRAEELKLDFGVWRNELNVQKQKFPLSFKTFGEAIPPQYAIKVLDELT
KLALKGMNKILEFRKGKLNLDYSSWREELDEQKKKFPLSFKTFGEAIPPQYAIQMLDELT
KLALKGMNKILESRKGKLNLDYSSWREELGEQKKKFPLSFKTFGEAIPPQYATIQMLDELT

DGKAIISTGVGQHOMWAAQFYNYKKPROWLSSGGLGAMGFGLPAAIGASVANPDAIVVDI
DGNAVISTGVGOQHOMWAAQHYKYRNPROQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDI
DGDAVISTGVGQHOMWAAQHYKYRNPRQWLTSGGLGAMGFGLPAAIGAAVARPESVVVDI

aa a
DGDGSEFIMNVQELATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMOWEDREYKANRAHTFLGDPAQED
DGDGSFIMNVQELATIRVENLPVKIMLLNNQHLGMVVQOWEDRFYKANRAHTYLGNPSKAA
DGDGSEFIMNVQELATIRVENLPVKIMLLNNQHLGMVVOWEDREFYKANRAHTYLGNPAKEA

aa
EIFPNMLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVLPMIPSGG
EIFPDMLKFAEACDIPAARVTKVSELRAAMOKMLDTPGPYLLDVIVPHQEHVLPMIPSGA
EIFPDMLKFAEACDIPAARVTKVSELRAAMOKMLDTPGPYLLDVIVPHQEHVLPMIPSGA

TENDVITEGDGRIKY
AFKDTITEGDGRTSY
AFKDIINEGDGRTSY
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Anexo 3 Sustituciones de aminoacidos de ALS que confieren resistencia a herbicidas y que se identificaron en poblaciones de malezas resistentes a

herbicidas.
residue Substitution con-
and ferring resistance Weed SuU IMI Reference
number® species
Ala 122 Thr Xanthium strumarium L. S R Bernasconi et al. (1995)
Thr Amaranthus hybridus L. S R Hager and Tranel, unpublished data
Thr Solanum ptycanthum L. S R Milliman et al. (2000); D. Riechers, personal
) ) communication
Pro 197 His Lactuca serriola L. R r Guttieri et al. (1992)
Thr Kochia scoparia (L.) Shrad R S Guttieri et al. (1995)
Arg Kochia scoparia (L.) Shrad R ND Guttieri et al. (1995)
Leu Kochia scoparia (L.) Shrad R ND Guttieri et al. (1995)
GiIn Kochia scoparia (L.) Shrad R ND Guttieri et al. (1995)
Ser Kochia scoparia (L.) Shrad R ND Guttieri et al. (1995)
Ala Kochia scoparia (L.) Shrad R ND Guttieri et al. (1995)
Ala Brassica tournetortii Gouan R S Boutsalis et al. (1999)
lle Sisymbrium orientale L. R r Boutsalis et al. (1999)
Leu Amaranthus retroflexus L. R R Sibony et al. (2001)
Ala 205 Val Xanthium strumarium L. r r Woodworth et al. (1996a)
Trp 574 Leu Xanthium strumarium L. R R Bernasconi et al. (1995)
Leu Amaranthus rudis Sauer R R Woodworth et al. (1996b)
Leu Amaranthus hybridus L. R R Schmenk et al. (1997)
Leu Kochia scoparia (L.) Shrad R R Foes et al. (1999)
Leu Sisymbrium orientale L. R R Boutsalis et al. (1999)
Leu Ambrosia artemisiifolia L. R R Patzoldt et al. (2001)
Leu Ambrosia trifida L. R R Patzoldt and Tranel (2002)
Ser 653 Thr Amaranthus powellii S. Wats. S R McNaughton et al. (2001); F. Tardif, personal
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communication

Thr Amaranthus retroflexus L. S R McNaughton et al. (2001); F. Tardif, personal
] communication

Asn Amaranthus rudis Sauer S R Patzoldt and Tranel (2001)

Thr Amaranthus rudis Sauer S R Patzoldt and Tranel (2001)

a Additions and updates are available at www.weedscience.com.
b Abbreviations: ALS, acetolactate synthase; ND, not determined.
¢ Amino acid number is standardized to the Arabidopsis thaliana sequence.

d S, r, and R indicate little or no resistance (sensitive), moderate resistance (< 10-fold relative to S biotype), and high resistance (> 10-fold) respectively, to sulfonylurea (SU) or
imidazolinone (IMI) herbicides. S, r, and R classifications should be considered generalizations (the 10-fold cutoff between r and R classifications in particular) because different
herbicides within the SU and IMI classes may provide different responses and results from only one or a few herbicides within each herbicide class have been reported for most R
biotypes. (Tranel & Wright, 2002)
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