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Introduccioén

1. Contaminacion por pesticidas

Desde la aparicion de la agricultura el hombre ha intentado evitar la
proliferacion de plagas que interfieren en el crecimiento de los cultivos, de hecho
en las ultimas décadas, se han desarrollado pesticidas organicos sintéticos para el
control de estas plagas que han permitido un aumento considerable de los
rendimientos agricolas (Warren, 1998). Se estima que gracias a la aplicacion de
pesticidas, las pérdidas de cosechas se reducen cerca del 30%e{Zhlar2011),
lo que constituye un hito importante, teniendo en cuenta que en octubre de 2011 la
poblacién mundial alcanzé los 7000 millones de habitantes (ONU, 2011).

Junto con estos innegables beneficios, desafortunadamente el uso de
pesticidas acarrea también graves perjuicios. Los efectos nocivos de estas
sustancias comenzaron a descubrirse poco después de la difusion de su uso
(Woodard et al., 1945, Cottam y Higgins, 1946, Harrison y Rees, 1946), y con el
tiempo se ha recopilado una cantidad abrumadora de pruebas sobre el peligro que
entrafia la utilizacion de las mismas. La contaminacion por pesticidas esta
extendida globalmente, empledndose a nivel mundial 4,6 millones de toneladas de
pesticidas quimicos al afio (Zhaegal., 2011), y es dramética en aquellas partes
del mundo en desarrollo, especialmente en India y China (Kramer, 2005).

Esta contaminacion conlleva graves consecuencias para los ecosistemas,
puesto que los pesticidas son téxicos para toda una serie de organismos distintos de
las especies diana a las que originalmente van dirigidos. Se sabe que pueden
desestabilizar el equilibrio de poblaciones de microorganismos que son de vital
importancia para mantener la calidad del suelo (Gonzalez-L&tpak, 2004), y
son dafiinos para una amplia variedad de especies vegetales y animales, incluyendo
peces, aves y mamiferos, entre los que se encuentran los humanos (Begtachour
al., 2007, Aktaret al., 2009). Muchos agricultores han desarrollado enfermedades
cronicas debido a su constante exposicibn a estas sustancias (Valavanidis y
Vlachogianni, 2011), y de acuerdo con datos de la OMS y el PNUMA, en el mundo
hay mas de 26 millones de intoxicaciones humanas al afio, con cerca de 220.000
muertes, provocadas por pesticidas, que llegan a nosotros fundamentalmente a
través del agua o los alimentos (Richter, 2002). Otros peligros afiadidos son la
aparicion de especies resistentes, por la continua presion de se{€midghiou,
1990,0wen y Zelaya, 2005, Preston et al., 2009), o la bioacumulacion a la que
algunas de estas sustancias son propensas, alcanzando concentraciones crecientes a
medida que se avanza en el nivel tréfico de la cadena alimenticia (Ellgehausen et
al.,, 1980, Singh y Singh, 2008). Ademéas de la toxicidad directa sobre los
organismos, se producen efectos indirectos sobre la vida silvestre mediante la
alteracion de los habitats adecuados para las especies (Rattner, 2009, Isenring,
2010).
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2. Pesticidas en el medio ambiente

Los problemas mencionados anteriormente son dificiles de controlar
porque los pesticidas se difunden desde el lugar de aplicacién hacia todo el medio
ambiente (George y Frear, 1966). Cuando se aplican pesticidas en un terreno, €stos
pueden recorrer multiples vias (Fig. 1). Una parte del compuesto puede llegar a la
atmasfera por dispersion, si se administra mediante rociado o pulverizacion (Gil y
Sinfort, 2005), o por volatilizacion desde el suelo o la cubierta vegetal (Yao et al.,
2008). Del pesticida que haya llegado al suelo, una parte se absorbera por la
vegetacion, pudiendo volver al medio mediante excrecion radical, o por procesos
de evapotranspiracion (Koehret al., 2009), y otra quedard en el suelo. El
pesticida en el suelo puede ser interceptado por animales, o ser adsorbido por las
particulas del suelo, o bien puede ser degradado por factores abidticos como la luz,
0 bidticos como los microorganismos o los exudados radicales (Rahman et al.
2011). Si la adsorcion al suelo es muy fuerte, se acepta comunmente que los
compuestos son menos accesibles a los microorganismos, lo que en consecuencia,
limita su degradacion, asi como su movilidad (Koskinen et al., 2001), pudiendo
hacerse altamente persistentes (Gevao et al., 2000). Si por el contrario la unién al
suelo es muy deébil podran ser dispersados por todo el suelo (Flury, 1996), o
arrastrados facilmente por las aguas de escorrentia hasta los sistemas de agua
superficiales (Daviest al.,, 2003), o bien llegar por lixiviaciébn a las aguas
subterraneas (Arias-Estevetzal., 2008, Brown y van Beinum, 2009).

Atmosfer:
A AA
Dispersiol Volatilizacion| | Evapotranspiracion
o Interaccion con
Aplicacion  |otros organismos B
del ; “# Vegetacion
pesticid;
Absorcic’mT Fxcrecion
: Lixiviacion Suelc '
1 Rios Btk > .
AdsorC|on/desorC|or:1 Agﬂzlgel
Sedimentos | Escorrentig Degradacion
#Lixiviacién

7 Manto freaticc |

Figura 1. Destino de los pesticidas tras su aplicacion. Adaptado de Arias-Estevez
al. (2008).
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Es obvio, que la movilidad de los pesticidas en el suelo y, por consiguiente,
su biodisponibilidad y transferencia a otros compartimentos ambientales (la
atmosfera o el agua), depende de una variedad de procesos fisicos, quimicos y
biolégicos (Tabla 1). De la naturaleza del compuesto depende su posible
volatilidad y, concretamente, la carga y la lipofilidad determinan su adsorcion en el
suelo y/o su absorcion por las plantas (Arias-Esteveat., 2008). Las condiciones
ambientales en el suelo, como la temperatura, el pH y la humedad, influyen en la
degradacion del compuesto, especialmente si  ocurre por medio de
microorganismos (Gevao et al., 2000). Por otro lado, las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo, tales como textura, contenido y naturaleza de la materia
organica, o capacidad de intercambio catidénico, condicionan la cinética de
adsorcion-desorcion de los compuestos en las particulas del suelo (Moorman et al.
2001), asi por ejemplo, los suelos arcillos, poco arenosos y con alto contenido de
materia organica, retendran mas los pesticidas, mientras que suelos arenosos con
poca materia orgénica, permitirAn su lixiviacion (Sakalierte al., 2007).
Finalmente, factores tales como el régimen de vientos y de precipitaciones, las
caracteristicas geograficas del terreno, o las particularidades de las préacticas
agricolas empleadas, influirdn en la velocidad y magnitud de la dispersion de los
pesticidas (Moyeet al, 2010).

Tabla 1. Factores que influyen en la distribucién de los pesticidas en el medio
ambiente. Adaptado de Arias-Estewtal. (2008).

: Préacticas
Compuesto Suelo Zona Clima .
agricolas
Na'turaleza Textura, Extension de la superficie  Vientos Me.todc?,de
quimica aplicacion
Elevacion, pendiente,
Volatilidad Estructura Y orientacion, T2 Mo_men_tp de
compactacion DN - aplicacion
ubicacién geografica
A Contenido de Caracteristicas de la Irradicacion  Frecuencia de
Lipofilidad : T
M.O.y humus cubierta vegetal solar aplicacion
Carga Humedad Fauna PP Dosis empleada
L . . . Humedad Combinacién con
Formulacién pH Poblaciones microbianas . P
relativa otros agroquimicos

Entorno adyacente
Concentracion CIC (accidentes geograficos,
masas de agua, etc)

Uso de mantillou
abonos verdes

Tipo, frecuencia e
intensidad del riego
y la labranza

M.O.= Materia orgéanica; CIC= Capacidad de intercambio catidnico; PP=Precipitaciones;
Ta=Temperatura
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3. Detoxificacion de xenobio6ticos

El tiempo de vida de los pesticidas organicos en el medio ambiente esta
deerminado por la tasa de degradacion de los mismos, asi los compuestos
susceptibles de degradacion se descomponen mediante procesos abidticos,
consistentes en reacciones de oxidacién provocadas por la luz solar, o bidticos,
mediante microorganismos del suelo, asociados o no a la rizosfera, o plantas, que
los absorben y detoxifican (Mansour y Feicht, 1994).

Para penetrar en las plantas, el compuesto organico puede hacerlo a través
delas hojas o de la raiz. Para su absorcion foliar debe pasar a través de los estomas,
0 atravesar la epidermis, si son gases depende del grado de apertura de los estomas
y si son liquidos de la permeabilidad y humectacion de la superficie de la hoja, la
tension superficial del liquido, y la morfologia de los estomas (Kvesi&tdak,

2009). La penetracion de contaminantes por las raices es esencialmente diferente,
siendo en general menos selectiva que la absorcién foliar. La tasa de absorcion de
los pesticidas por las raices esta limitada por la lipofilidad o hidrofobicidad de
estos compuestos, aquellos con lipofilidad cercana a la de las raices, difunden de
forma espontanea, pero si ésta es demasiado baja, no pueden penetrar a través de
los lipidos de la epidermis, mientras que si es demasiado elevada, quedan retenidos
por éstos o por el mucilago que rodea la raiz (Schréder y Collins, 2002). También
intervienen otros factores como la masa molecular, la concentracion, la polaridad,
temperatura, humedad del suelo, o el pH (Kettal, 2000). Asi, el transporte de

los acidos débiles es mas complejo que el de las moléculas no ionizadas, ya que
cuanto mayor es el pH, menor es la absorcion, porque la permeabilidad de la
membrana es mucho mas reducida para los aniones. Una vez en el interior de la
planta, la movilidad del compuesto estd, una vez mas, influenciada por sus
propiedades fisico-quimicas, por ejemplo, los compuestos mas lipofilicos se
mueven con mas lentitud porque son retenidos por las membranas y por los
compuestos de la pared celular como la lignina (Schroder y Collins, 2002).

Dentro de la planta los contaminantes organicos, considerados
xenobidticos porque son extrafios al vegetal y no son producidos en la naturaleza,
pueden estar expuestos a diversos procesos que reducen su toxicidad. La cascada
de reacciones que tiene lugar se ha considerado similar al funcionamiento de un
“higado verde” (Sandermann, 1994) y generalmente ocurre en varias fases: (l)
activacion de los xenobidticos, (I) detoxificacidn y (lll) excrecion (Fig. 2).

La fase | de activacion se denomina asi porque la reactividad de la
sustancia quimica madre es normalmente realzada, y comprende reacciones
catalizadas mayoritariamente por monooxigenasas P-450 y peroxidasas (POX). En
esta fase los xenobidticos se someten a modificaciones oxidativas que normalmente
aumentan la polaridad y pueden proporcionar sitios de union para la conjugacion,
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que se produce en la fase siguiente (Passdrdi., 2005). De acuerdo con la
hipotesis actual, la gran mayoria de los contaminantes orgénicos en las plantas son
oxidados por peroxidasas (Stiborova y Anzenbacher, 1991, Kvesitdak,

2009).

Las reacciones de la fase Il se denominan de detoxificacion propiamente
dichas, porque dan lugar a compuestos estables considerados menos téxicos.
Comprende reacciones de conjugacion, principalmente con azucares o glutation,
que pueden ser transferidos a los xenobioticos activados dependiendo de la
estructura de la molécula y sus sitios activos. Los grupos funcionales -OF, -NH
-SH y -COOH, generalmente desencadenan la conjugacion con azlcares, mediada
por glicosiltransferasas, mientras que la presencia de dobles enlaces conjugados o
halégenos fomenta la conjugacién con glutatiébn, catalizada por glutation
S-transferasas (Schroder y Collins, 2002). La conjugacién mediada por
glicosiltransferasas, que se produce simplemente como una reaccion de adicion de
glucosa, puede ser reversible y, por lo tanto, el sustrato xenobiotico original puede
ser recuperado. Contrariamente, la conjugacion con glutation es una reaccion de
sustitucion o de eliminacion del grupo electrofilico de la molécula diana, por lo
gue, incluso después de una posible escision del glutation del conjugado, la
toxicidad sigue siendo generalmente menor que la del compuesto original. Se ha
destacado la importancia de la conjugacién con azlcares en los procesos de
detoxificacion (Brazier-Hickset al., 2007), y la conjugacion con glutation se ha
descrito para numerosos xenobibticos desde su descubrimiento en plantas (Frear y
Swanson, 1970, Marrs, 1996, Scarpenhial., 2006, Katerova y Miteva, 2010,
Cumminset al., 2011, Zhao et al., 2012).

En la fase lll las moléculas conjugadas suelen almacenarse, lo que ha
llevado a considerar que el glutation y la glucosa, en cierto modo, funcionan como
seflal para el secuestro vacuolar, ya que las bombas de membrana
ATP-dependientes, reconocen y transfieren los conjugados a través de las
membranas (Marrs, 1996), evitando asi la acumulacion de conjugados. Este
almacenaje es generalmente temporal, un paso intermedio que permite amortiguar
el desfase producido entre la rdpida tasa de conjugacion de los compuestos y las
tasas mas lentas de los pasos metabdlicos posteriores (Kvesttatz2009).

La mayoria de los conjugados, posteriormente sufren un metabolismo
adicional en la célula que puede incluir escisidbn o conjugacion secundaria,
mediante la intervencién de peptidasas, malonil tranferasas y transaminasas, entre
otras enzimas (Schrdder y Collins, 2002). Finalmente, pueden ser segregados al
apoplasto, incorporados a la pared de la célula, o excretados hacia la rizosfera, o
incluso hacia la atmésfera (Schroedeal., 2007, Verkleigt al., 2009).
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Figura 2. Principales rutas de detoxificacién de xenobiéticos organicos en la
célula vegetal. Adaptado de Kvesitadzel. (2009) y de Pilon-Smits (2005).

4. Fitorremediacion

Para eliminar los residuos de pesticidas de los ambientes contaminados se
han utilizado diversas estrategias de recuperacion. En el caso de suelos, se emplean
técnicas tales como incineracion, enterramiento o tratamiento quimico (Kempa,
1997, Wehtjeet al., 2000), procedimientos que con frecuencia provocan la
alteracion total o parcial del suelo, pues a veces se requiere la retirada fisica de los
sustratos contaminados para su tratamieexo situ. En el caso de aguas
contaminadas, se emplean métodos como la precipitacion o floculacion,
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microfiltracidén, 6smosis reversa, fotooxidacion, etc... (Miltekal., 1989, Huston

y Pignatello, 1999, Ormad et al., 2008). Estas tecnologias suelen ser costosas, lo
que limita su uso en la remediaciébn de sustratos contaminados (Dijkgraaf y
Vollebergh, 2004, Jin et al.,, 2006). También existe una variedad de técnicas
biolégicas que son respetuosas con el medio ambiente y en general mas
econdmicas, aunque en ocasiones es necesario aplicar una combinacion de varias
de ellas (Dowling y Doty, 2009).

El uso de organismos vivos en técnicas de descontaminacién de suelos y
aguas se denomina biorremediacién y comenz6 a emplearse hace mas de 50 afios
cuando aparecieron los primeros indicios sobre la polucién causada por los
pesticidas (Fletcher, 2006). Si bien esta tecnologia conlleva un enfoque
multidisciplinario, dado que el prefijo “bio” sugiere la implicacion de cualquier
organismo vivo, el eje central depende de la microbiologia y las primeras
investigaciones en este campo se centraron en el uso de bacterias. Mas adelante
empezd a considerarse la capacidad de las plantas en la recuperacion de suelos u
otros sustratos contaminaddlegando incluso a establecerse un campo de estudio
aparte denominado fitorremediacion (Dzargbal., 2000, Gerhardt al, 2009).

En realidad, la convergencia de estrategias de utilizacion de
microorganismos y del uso de plantas para la remediacion de contaminantes, ha
llevado a un enfoque mas exitoso, particularmente para la eliminacién de
compuestos organicos, ya que plantas, hongos, y bacterias pueden trabajar en
conjunto para degradar eficazmente estos compuestos (Gerhaidt2009). De
hecho, comiUnmente, plantas y microorganismos se asocian y benefician
mutuamente, y se ha comprobado que en las zonas adyacentes a las raices se
pueden encontrar entre 10 y 100 veces mas microorganismos que en un suelo sin
vegetacion (Susarlat al., 2002, Gerhardit al., 2009). Es bien sabido que cerca
del 25% del carbono fijado por una planta puede ser depositado en el suelo en
forma de azlcares, 4cidos organicos y compuestos organicos mas complejos, y que
estos exudados radicales se usan como fuentes de carbono y energia por los
microorganismos del suelo (Rovira, 196%jk®l y Vancura, 1980, Badri y
Vivanco, 2009). Por otro lado, las plantas obtienen beneficios de estos
microorganismos, pues pueden producir sustancias que estimulan el crecimiento
vegetal, facilitar la adquisicion de nutrientes o reducir la infeccion por patégenos
(Bonfante y Anca, 2009, Lugtenberg y Kamilova, 2009, Cometal, 2010).

Por tanto, la combinacién de plantas con microorganismos en la
eliminacion de contaminantes reune las ventajas de utilizar ambos métodos. Por un
lado, las plantas pueden degradar un sustrato si la concentracion es moderada, pero
si es alta puede resultar toxico, mientras que los microorganismo suelen crecer bien
a concentraciones elevadas (Trapp et al., 2007). Por otro lado, las plantas hacen
contacto simultaneamente con el suelo, el agua y el aire, lo que permite ampliar el
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ambito de captacién de los contaminantes (Pilon-Smits, 2005). Ademas, los
productos fendlicos secundarios y compuestos alifaticos vegetales pueden
solubilizar moléculas orgénicas en las proximidades de las raices (Vetlddij

2009). Por todo ello, se considera un sistema muy prometedor (Welyehs

2009a, Glick, 2010) y diversos estudios proponen la posibilidad de emplear la
ingenieria genética para producir bacterias con rutas metabdlicas optimizadas para
la biodegradacion (Pieper y Reineke, 2000, Germeirad., 2009, Brennan et al.,
2009), o bien, plantas transgénicas (Kawahigashi, 2009).

Estas técnicas (planta-microorganismo) presentan grandes ventajas
respecto a los métodos tradicionales, ya que: el tratamiento se ireaiiza tiene
un reducido impacto sobre el paisaje, son métodos apropiados para descontaminar
grandes superficies, son poco costosas porque las plantas emplean la energia solar,
por lo que el mantenimiento que se requiere es minimo, generan menos residuos
secundarios y existe la posibilidad de la recuperacion y reutilizacién de productos
valiosos (Shukleet al., 2010). Sin embargo, también presentan limitaciones: el
proceso se circunscribe a la profundidad de penetracion de las raices o a aguas
poco profundas, y a aquellos contaminantes que estén biodisponibles (\é&rkleij
al., 2009), la duracion del proceso pueden ser muy prolongada (Welyahs
2009b) y su eficacia depende de las condiciones que permiten el crecimiento
vegetal. Finalmente existe el peligro de evapotranspiracion de los contaminantes
volétiles, y/o sus intermedios de degradacion, a través de las hojas (Getrlahrdt
2009).

La tecnologia que emplea tanto plantas como microorganismos a menudo
se incluye dentro de la definicion de fitorremediacién (®alal.,, 1998), o se
considera una subclase dentro de la misma (Pilon-Smits, 2005). También existen
denominaciones especificas como la de rizorremediacion, que engloba todos los
procesos de remediacion que se pueden desarrollar en la rizosfera, y otros términos
como bioestimulacién, que supone la estimulacion de la poblacion microbiana
nativa, o bioaumentacion, que implica la introduccion artificial de una poblacion de
microorganismos en un suelo para su descontaminacion (SHuw#la2010).

Pilon-Smits (2005) sugiere las siguientes subcategorias dentro del concepto
de fitorremediacién, dependiendo de la forma en que la planta neutraliza al
contaminante (Fig. 3)a) fitoextraccion, cuando los elementos toxicos presentes
en el suelo son absorbidos y concentrados en la parte cosechable de ld)lanta;
fitoestabilizacion, cuando éstos son inmovilizados en el suelo de manera que dejan
de estar biodisponiblesg) fitodegradacion, cuando los compuestos son
degradados al completo por la planta o trasformados en productos menos nocivos;
d) fitovolatilizacion, que implica que los toxicos se volatilizan desde la superficie
foliar; e) fitoestimulacién, cuando las plantas, mediante los exudados radicales,

10
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influyen en la composicion y caracteristicas de los microorganismos del suelo,
potenciando el crecimiento de aquéllos que degraden los xenobiéticos.

Ly -

Fitodegradacién

Fitovolatilizacion

o9 i ris
® Fitoextraccion
.
® Contaminante e
L]
% ;
“ | .

Fitoestabilizacion Fitoestimulacion

Figura 3. Procesos de transformacion de los xenobidticos (representados por
circulos) en fitorremediacion (Pilon-Smits, 2005).

Entre las plantas sefialadas como apropiadas para su uso potencial en
fitorremediacion se encuentran varias leguminosas (Dzehtdr, 2000, Sriprang
et al., 2002). Por una parte, se ha propuesto abundantemente el uso de leguminosas
y sus simbiontes para la descontaminacion de metales y metaloides. Por ejemplo,
se han realizado con éxito experimentos de fitoestabilizaciérLgginus albus
(Vazquez et al.,, 2006), yLupinus luteus(Dary et al.,, 2010), en suelos
contaminadas con lodos de pirita, se ha descrito la capacidad de la judia para
acumular metales pesados (Meetsal., 2007, Gupt&t al., 2007), notablemente
plomo (Piechalalet al., 2008) y extraer uranio de aguas contaminadas mediante
rizofiltracién (Lee y Yang, 2010), y también se ha documentado la potencialidad
del trébol en la fitorremediacion de suelos contaminados por cadmiet(kde,
2007), de soja para el tratamiento de contaminacion por arsénico (Reichman, 2007)
y de veza para acumular zinc ¢Riyté et al., 2006). Por otra parte, también se ha
descrito la capacidad de la simbiodhizobiurdeguminosa para degradar
contaminantes organicos, asi el empleo de Lupinus angustifolius puede disminuir la

11
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toxicidad de pesticidas como triazinas, fenilureas, carbamatos y piretroides
(Garcinuno et al., 2003)icia faba yLupinus albusson utiles en la recuperacion

de suelos de areas desérticas contaminadas con petréleo (Radwan et al., 2005,
Dashtiet al, 2009),Astragalus chrysopteru puede usarse en la descontaminaciéon
de pentaclorofenol (Weet al., 2008) yMedicago sativa es capaz de degradar
bifenilos policlorados (Xu et al., 2010).

5. Herbicidas

En la actualidad la mayor parte de los contaminantes organicos son
herbicidas (Dorigo et al., 2007), pues la proporcién de éstos en el conjunto total de
pesticidas que se consumen se ha incrementado en las Ultimas décadas, pasando del
20% en 1960 al 48% en 2005 (Zhaegal., 2011). El uso de herbicidas se ha
intensificado porque el rendimiento de los cultivos agricolas disminuye
considerablemente por la proliferacion de malezas, cominmente denominadas
malas hierbas, especies endémicas adaptadas al medio, my competitivas y con gran
facilidad para extenderse. En los sistemas de produccion agraria intensivos
actuales, los herbicidas constituyen el método mas extendido para el control de
malas hierbas, y ademds se utilizan no sélo en la agricultura, sino también para
otros fines, desde el uso doméstico en jardines, hasta el mantenimiento de vias
férreas libres de malezas, por ejemplo (Villeneetval., 2011).

El primer herbicida organico sintético fue el 2,4-D, desarrollado durante la
Segunda Guerra Mundial por un equipo britdnico de la Estacién Experimental de
Rothamsted con el objeto de aumentar el rendimiento de los cultivos. En 1946 fue
lanzado comercialmente convirtiéndose en el primer herbicida selectivo exitoso
para el control de malezas en cultivos de cereales (Peterson, 1967). A partir de
entonces se empezaron a sintetizar una gran cantidad de herbicidas con diversos
mecanismos de accidn, intensificAndose este proceso en las Ultimas décadas
(Timmons, 2005).

5.1. Clasificacién de los herbicidas

La gran variedad de compuestos utilizados como herbicidas puede
clasificarse en funcién de diferentes criterios, como el tiempo y modo de
aplicacion, la selectividad de las especies diana, las propiedades quimicas o el
mecanismo de accion (Katerova y Miteva, 2010). Siguiendo esta Ultima pauta, se
han clasificado los herbicidas en una veintena de mecanismos de accion que se
pueden agrupar por procesos fisioldgicos afectados (Tabla 2):

a) Inhibidores de la fotosintesis que afectan al fotosistema I, al Il 0 a la
biosintesis de pigmentos. Entre ellos se encuentran los bipiridilos, como el

12
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9)

paraquat, que desvian el flujo de electrones del fotosistema | para generar
radicales libres.

Inhibidores de la sintesis de lipidogque afectan & enzima acetil-CoA-
carboxilasa.

Inhibidores de la mitosis y division celular.

Auxinas sintéticas como el 2,4-D, que en plantas sensibles causa efectos
fisiologicos similares a los producidos por el acido indol-3-acético (AlA).

Desacopladores de la fosforilacién oxidativa.

Inhibidores de la biosintesis de amino&cidogntre los que se encuentran

los de la sintesis de glutamina, de los aminoacidos aromaticos, como es el
caso del glifosato, o de los aminodcidos ramificados, como las
imidazolinonas.

Otros. Se podria considerar un dltimo grupo en el que se encuentran los
herbicidas que afectan a la sintesis de la pared celular, a la biosintesis del
acido fdlico, etc...

13
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Tabla 2. Clasificacion de los herbicidas segin modo de accién. Adaptado de (Labedgd994)
Funcion

14

afectad Modo de accion Grupos quimicos Ejemplos
Desvio del S
[ transporte electrénico Bipiridilos Paraquat
en el Fotosistema |
Anilidas Propanil
Nitrilos Bromoxinyl
2 Inhibicion del Triazinas Atrazina
g transporte electrénico Triazinonas Metribuzin
‘D en el Fotosistema Il Ureas Diurén
g Uracilos Lenacil
- Inhibicion de la
sintesis de clorofila Difenil éteres Acifluorcén
Bloqueo de la sintesis Anilidas Diflufenican
\  decarotenoides Piridazinonas Norflurazén
/ Esteres de acidos Siclof i
o oxi- i iclofopmeti
Inhibicién de la arg?ggrfgiré%)g
Sintesis de lipidos < Acidos haloalifaticos Dalapén
Oximas Setoxydim
Tiocarbamatos EPTC
~ . . .
Amidas Difenamida
Inhibicién de la division Carbamatos Asulam
celular Cloroacetanilidas Alaclor
Dinitroanilinas Pendimetalina
=} e . P H .
= Acidos arilcarboxilicos Dicamba
2 Acidos
£ . S -
S Auxinas sintéticas ariloxialcanoicos 2,4-D, MCPA
S Acidos qu,lr_wollno- Quinclorac
carboxilicos
Desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa Nitrilos Bromoxynil
Inhibicién de la sintesis Imidazolinonas Imazamox

\

de aminoacidos Sulfonilureas

Metsulfurén

ramificados
Inhibicién de la sintesis
de aminoacidos Glifosato
Lo Compuestos
aromaticos
D . . organofosforados
Inhibicion de la sintesis .
Glufosinato

de glutamina

Otros
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5.2. Herbicidas inhibidores de la actividad acetohidroxiacido sintasa

Entre los diversos procesos fisioldgicos afectados por los herbicidas, la
inhibicién de la ruta biosintética de los aminoacidos ramificados y aromaticos es de
gran interés. Estas rutas no estan presentes en los animales, por lo que los
compuestos que las tienen por diana presentan baja toxicidad para la fauna y son
muy selectivos para las plantas, lo que ademas permite tasas de aplicacion bajas
(Tan et al., 2006). Los herbicidas inhibidores de la ruta de aminoacidos de cadena
ramificada son de los mas utilizados en todo el mundo, debido a su amplio espectro
de actividad de control de malezas, y actian mediante la inhibicion de la primera
enzima comun de esta via biosintética, la acetohidroxiacido sintasa (AHAS, EC
2.2.1.6).

Por las caracteristicas anteriores, el uso de herbicidas inhibidores de la
AHAS ha aumentado de forma constante desde su aparicion en la década de los 80,
asi en 1994 habia 30 herbicidas pertenecientes a este grupo en el mercado (Saari
al., 1994), y hoy en dia hay mas de 50 (zZhou et al., 2007). A pesar de las
caracteristicas nombradas, los inhibidores de la AHAS no son completamente
inocuos, pueden producir cambios en la estructura de la comunidad microbiana de
la rizosfera (Forlaniet al., 1995), algunos de estos herbicidas han mostrado
fitotoxicidad residual en la rotaciébn de cultivos (Matoattaal, 2003), otros
pueden filtrarse y llegar a las aguas superficiales o subterraneas, pudiendo alterar
los ecosistemas acuéticos (Battaglin et al., 2000). Ademas, han dado lugar a la
aparicion de un gran namero especies resistentes, se contabilizan mas de 100, lo
gue no solo constituye una amenaza para su uso en el futuro, sino también para la
produccion agricola sostenible (Tranel y Wright, 2002, Mass, 2011).

Existen cinco clases principales de herbicidas, comercializados en varios
pases de todo el mundo, cuya diana es la enzima AHAS:
sulfonilaminocarboniltriazolinonas, triazolopirimidinas, acidos
pirimidinilsalicilicos (también conocidos como &cidos pirimidiniloxibenzoicos y
pirimidiniltiobenzoicos), sulfonilureas e imidazolinonas (McCourt y Duggleby,
2006). Los méas populares son los pertenecientes a las dos ultimas clases: las
sulfonilureas, entre las que se incluyen, por ejemplo, el clorimuron etil, el
clorsulfuréon o el metsulfuron metil, y las imidazolinonas, de las que se hablara mas
extensamente.

5.2.1 Ruta de sintesis de los aminoacidos ramificados: valina, leucina e
isoleucina

Los aminoéacidos ramificados se caracterizan por presentar cadenas de
hidrocarburos ramificadas, responsables del caracter alifatico de estas moléculas.
Como resultado de esta naturaleza alifatica, muestran alta hidrofobicidad y se
encuentran predominantemente en los dominios de las proteinas anclados a la
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membrana (Binder, 2010Re los tres aminoacidos ramificados, la isoleucina (lle)
petenece a la via derivada del aspartato, mientras que la valina (Val) y la leucina
(Leu) se derivan a partir de piruvato. Las plantas y los microorganismos sintetizan
estos aminoacidos a través de una ruta comun (Fig. 4).

Una caracteristica de la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada es
queVal e lle son sintetizados en dos vias paralelas. Un conjunto de cuatro enzimas
catalizan las reacciones hacia la formacion de estos aminoacidos con diferentes
sustratos. Estas enzimas comunes son: acetohidroxiacido sintasa (AHAS, EC
4.1.3.18), ceto4cido reductoisomerasa (KARI, EC 1.1.1.86), dihidroxiacido
deshidratasa (DH, EC 4.2.1.9) y una aminotransferasa (AT, EC 2.6.1.42). Ademas,
la treonina desaminasa (TD, EC 4.2.1.16), cataliza la desaminacién y la
deshidratacién de treonina y esta reaccion producetobutirato, uno de los
sustratos iniciales para la sintesis de lle. La ruta de sintesis de Leu parte del
intermediario final de la biosintesis de Val (Singh y Shaner, 1995, Singh, 1999a).

Se sabe que en plantas, los aminoacidos de cadena ramificada se sintetizan
en los cloroplastos y son degradados en mitocondrias y/o peroxisomas (Ellerstrom
et al., 1992, Zybailowet al., 2008). Aunque todas las actividades enzimaticas
requeridas para la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada se han
detectado en plantas, no todas las enzimas y genes implicados en la formacion de
estos aminoacidos han sido caracterizados en detalle (Binder, 2010).

Treonin:
Treonina
desamlnaslla\
Piruvato -Piruvatc  Piruvato +-cetobutiatc
Acetohidroxiacidc
v sintasa L
CO2 v JE— COy
2-Acetclactatc 2-Aceto-2-
hidroxibutirato
NADPH+H:\ Cetoacidc NADPH+H*
2-Isopronilmalat: NADP #r reductoisomerasa l NADP*
Isopropilmalatc .\\ ) 2-3-Dihidroxi -3- 2-3-Dihidroxi -3-
ISgmeass Isopropilmalatc  metilburirato metilpentanoato
: sinfase
3-Isonropilmalat . Acetil-CoA Dihidroxicido
Isopropilmalatc — deshidratasa
deshidrogenasa -
CO2 i .
4-Metil -2- 3-Metil -2- ! 3-Metil -2-
oxopentanoato oxobutirato  : oxopentanoato
pebiiad Aminotransfeas: Glu Aminotransfeas: Glutamato
Cetoglutarato) KG Cetoglutarato
. _,/ L-Valina _J \\ ) o /
L-L eucine L-Isoleucine

Figura 4. Ruta de sintesis de los aminoacidos ramificados. Binder (2010).
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5.2.2 Actividad acetohidroxiacido sintasa

Han pasado mas de 50 afios desde el descubrimiento de la
acetohidroxiacido sintas@C 4.1.3.18) y su papel en la biosintesis de aminoéacidos
de cadena ramificada (Umbarger y Brown, 1958). Desde entonces ha habido un
gran interés en esta enzima por ser, como se ha visto, la diana de un considerable
namero de herbicidas.

Es la primera enzima comdn en la ruta de biosintesis de los aminoécidos
ramificados, y cataliza la condensacion de dos moléculas de piruvato para formar
acetolactato (AL), en la rama principal de la ruta que lleva a la sintesis de valina y
leucina, o una molécula de piruvato y una molécula-detobutirato (KB) para
formar acetohidroxibutirato (AHB) en la rama de la ruta que conduce a la sintesis
de isoleucina (Umbarger y Brown, 1958, Radhakrishnan y Snell, 1960).

En la literatura a menudo se llama acetolactato sintasa a esta enzima, pero
este nombre no es adecuado porque ignora el papel de la enzima en la sintesis de
AHB. La nomenclatura acetohidroxiacido sintasa (AHAS) es mas apropiada y el
nombre acetolactato sintasa (ALS) debe ser reservado para una enzima diferente
que produce solo AL (Gollop et all989, Chipman et al., 1998, Dugglebyal.,

2008).

La reaccion catalizada por esta enzima (Fig. 5), esta mediada por el
cofactor tiamina pirofosfato (TPP), e implica la descarboxilaciéon del piruvato para
producir CQ y la formacion de un intermediario hidroxietil-TPP (HE-TPP) que se
une con el segundo 2-cetoacido y finalmente se disocia para dar TPP y liberar el
producto, AHB o AL (Tittmann et al., 2003). La AHAS también requiere un ion
metélico divalente, Mg, que sirve para anclar el TPP al sitio activo de la enzima,
y una molécula de flavin adenin dinucleétido (FAD) que no participa en la reaccién
(Duggleby, 2006).

El a-cetobutirato y el piruvato compiten por el intermediario, y se observa
en la mayoria de las formas de AHAS, que existe una marcada preferencia por el
primero. Esta preferencia se compensa por el hecho de que las concentraciones
intracelulares de piruvato son notablemente mayores, resultando en flujos similares
las dos ramas de la via (Duggledtyal., 2008).
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Figura 5. Reacciones catalizadas por la enzima acetohidroxiacido sintasa
(AHAS). Fuente: Chipman et al. (2005).

La enzima se compone de dos tipos de subunidades, una contiene el TPP,
se designa como la subunidad catalitica, y tiene una masa molecular en el rango de
los 59 a 66 kDa. La segunda subunidad aumenta la actividad de la subunidad
catalitica y es necesaria para la regulacion por retroalimentacion mediante la
inhibicion por uno o varios de los aminoacidos ramificados (Eoyang y Silverman,
1984, Weinstoclet al., 1992, Vyazmenskst al., 1996), por lo que esta designada
como la subunidad reguladora. Su masa molecular varia mucho entre especies, en
bacterias es por lo general bastante pequefia, entre 10 y 20 kDa, y en plantas es de
mas de 50 kDa (Lee y Duggleby, 2001). Generalmente se presenta como un
dimero, formado por pares de subunidades cataliticas, que contiene dos sitios
activos en la interfase entre dos monoémeros (Chipman et al., 2005). En plantas se
ha caracterizado la AHAS d&rabidopsis thaliana y se ha descrito que cristaliza
como un tetrdmero (McCoust al., 2006). Cada mondmero se compone de tres
dominios;a, B, ¥ y. La enzima también presenta una cola C-terminal (Baad,

2004).

Stgrmer y Umbarger (1964) fueron los primeros en aislar la AHAS. de
typhimuriumy con el tiempo se han identificado tres isoenzimas en enterobacterias
AHASI, AHASII, y AHASIII (Guardiola et al., 1974, Grimminger y Umbarger,
1979). Las isoenzimas difieren unas de otras en términos de sus propiedades
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cinéticas, especificidad de sustrato, sensibilidad a la inhibicion por el producto
final y el tamafio de la subunidad reguladora.

La existencia de varias isoenzimas en enterobacterias les permite hacer
frente a condiciones ambientales variables. Bajo condiciones de crecimiento
normales, la concentracién celular de piruvato es mucho mayor que la de KB. La
AHASI, que tiene poca preferencia para cualquiera de los sustratos @Baaak
1987), es la isoenzima mas util para la célula en condiciones de baja concentracion
de piruvato (Dailey y Cronan, 1986), ya que es capaz de mantener la sintesis de
valina y leucina. Las isoenzimas AHASII AHASIII presentan mucha mayor
afinidad por el KB, y juegan un papel importante en la sintesis de isoleucina. Sin
embargo, la AHASII, a diferencia de las otras dos isoenzimas, requiere
absolutamente la presencia de la subunidad reguladora para la cataligis Hill
1997) y es completamente insensible a la inhibiciébn por retroalimentacion por
cualquiera de los aminoacidos ramificados (Law#tel., 1987). De esta manera,
en presencia de exceso de valina, que inhibe la AHASIII pero no la AHASII, esta
dltima impide la muerte celular por falta de isoleucina.

Parece que en plantas existe una Unica isofodmaAHAS que es
codificada en el nucleo y contiene un péptido sefial en el N-terminal que la dirige al
cloroplasto, donde el péptido de transito se escinde para dar la proteina madura
(McCourt y Duggleby, 2006).

En bacterias la AHAS, cuando estd presente como una sola isoforma
(AHASI), esta codificada por el gen ilvBN y las isoenzimas AHASII, y AHASIII
estan codificadas por los genes ilvGM vy ilviH, respectivamente. Las plantas varian
entre tener desde un Unico alefo thalianay Xanthium sp.), dos copias de AHAS
(N. tabacum y Z. may® hasta familias complejas de genBsr{apu3 (Duggleby
y Pang, 2000). En las plantas que tienen mas de un gen que codifica AHAS, se ha
descrito que estas isoformas no tienen necesariamente diferentes propiedades
enzimaticas y funciones fisiolégicas, como las isoenzimas bacterianas, sino que
mas bien parece que esas plantas son alopoliploides, con genes derivados de
diferentes especies progenitoras (Fanhgl., 1992).

En todas las especies de plantas examinadas, al menos un gen de AHAS se
expresa de manera constitutiva, a pesar de que el nivel de expresion puede variar
entre tejidos y etapas de desarrollo (Duggleby y Pang, 2000). El nivel mas alto de
transcripcion y actividad de AHAS se encuentra en los tejidos meristematicos
metabolicamente activos (Keeketral., 1993).

La AHAS de todas las especies estudiadas se regula por sus productos
finales. Para la AHAS bacteriana esta regulacion esta mediada principalmente v,
por lo general, Gnicamente, por valina. La enzima de plantas se inhibe por cada uno
de los aminoacidos de cadena ramificada con una potencia similar, pudiendo la
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leucina actuar sinérgicamente con valina o isoleucina, aunque no se ha descrito
sinergia entre valina e isoleucina. Se sugiere que hay dos sitios de union distintos,
uno para leucina y otro para valina o isoleucina, en la subunidad reguladora de
AHAS de A. thaliana (Duggleby, 2006).

Parece ser que la inhibicion de AHAS por los aminoacidos ramificados es
incompleta, de modo que incluso a concentraciones de saturacion de estos
aminodcidos, la actividad se mantiene residualmente. Esta Ultima observacién
puede indicar que los aminoacidos ramificados se unen a la subunidad reguladora y
actuan para alterar la conformacion de la subunidad catalitica, de modo que la
enzima tiene una actividad especifica mas baja (Chipman et al., 2005).

La inhibicion de la AHAS de plantas por sulfonilureas e imidazolinonas es
compleja, debido en parte a que es dependiente del tiempo. Hay una inhibicién
inicial débil que se convierte en progresivamente mas fuerte. Se cree que la union
del herbicida induce un dafio progresivo al cofactor TPP cuando tiene lugar la
catdlisis, lo que explica por qué la inhibicion es dependiente del tiempo. La
actividad puede ser regenerada, al menos parcialmente, si las condiciones permiten
la sustitucion del cofactor dafiado con TPP nuevo (Duggehl, 2008)Por otra
pate, la inhibicion por estos herbicidas es no competitiva (Chang y Duggleby,
1997)en el sentido de que no compiten con el sustrato, sino que se unen al canal de
acceso del sustrato, bloqueando su acceso al sitio activo (M&Ealit2006). Si
la inhibicién por los herbicidas es reversible o no continla siendo polémico
(Chipman et al., 2005).

En la actualidad hay més plantas resistentes a los inhibidores de AHAS que
a cualquier otra clase de herbicidas y las cifras van en aumento (Tranel y Wright,
2002), lo que supone un problema mundial. Una de las razones de este alto nivel de
tolerancia es que la resistencia se transmite por un Unico gen dominante codificado
en el nucleo (Newhousst al., 1991) que, a nivel molecular, generalmente resulta
en el cambio de un Unico aminoéacido (Tranel y Wright, 2002).

5.2.3 Efectos fisioldgicos de los herbicidas inhibidores de la AHAS

Los mecanismos precisos que relacionan la inhibicion de la enzima AHAS
con la muerte de la planta, no han sido completamente dilucidados todavia. Se
conoce que estos herbicidas actian de forma lenta, los sintomas visuales tales
como detencién del crecimiento (Shaner, 1991, Royetedd, 2000), acumulacion
de antocianinas (Suttle y Schreiner, 1982), clorosis de la hoja y necrosis de las
areas meristematicas (Blair y Martin, 1988), generalmente no aparecen hasta
pasados varios dias tras la aplicacion del herbicida, por lo que la muerte de toda la
planta puede llevar varias semanas.

La consecuencia directa de la inhibicién de la AHAS es una reduccion de
los contenidos de aminoacidos ramificados (Scarmpioai., 2001, Trenkamp et al.,
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2009) y un incremento de los aminoacidos libres totales (Shaner y Reider, 1986,
Scarponiet al., 1995, Scarporeit al., 1997, Sidaret al., 1998). Este incremento se

ha asociado al aumento de la tasa de renovacién de proteinas, para mantener,
mediante la degradacién de proteinas pre-existentes, el nivel de aminoacidos
ramificados que se requiere en la sintesis de proteinas nuevas, necesarias para el
metabolismo (Rhodest al, 1987). También se ha descrito un decremento del nivel

de proteinas soluble (Devine, 1989, Shaner y Singh, 1997), aunque debido al
mencionado aumento de la proteolisis, este pardmetro no siempre se ve afectado
(Wittenbach y Abell, 1999, Royue# al., 2000). Por lo expuesto anteriormente, se
produce una modificacion de las proporciones de los aminoacidos, que no sélo
afecta a los aminoacidos ramificados, ya que se ha establecido una relacion entre
las rutas biosintéticas de éstos y los aminoacidos aromaticos (Cetatay2010)

y con otras rutas metabdlicas (Binéeml, 2007, Joshét al, 2010).

Se han descrito otros efectos en plantas tratadas con esta clase de
herbicidas: a) acumulacién dea-cetobutirato (KB), o del producto de su
transaminaciong-aminobutirato (AB) (Larossa y Vandyk, 1987, Larossaal,

1987, Rhodest al., 1987);b) inhibicién de la mitosis y de la sintesis de ADN,
(Rost, 1984);c) acumulacion de carbohidratos, tanto en hoja (Shaner y Reider,
1986, Chacet al., 1994, Bestman et al., 1990), como en raiz (Royteda, 2000,
Zabalzaet al., 2004, Zabalz&t al., 2011);d) Estimulacion del metabolismo
fermentativo en raiz (Gaston et al., 2002, Zabalzal., 2005) y un incremento de

la oxidasa alternativa (Aubedt al., 1997, Gaston et al., 200&) alteraciones
fotosintéticas, tales como reduccion de los pigmentos (Riethmuller-Hdaaaje
2006), disminucion de la fluorescencia de las clorofilas (Percival y Baker, 1991), y
descenso de la tasa de fotosintesis neta (Zabalah, 2004)f) inhibicién de la
absorcién y reduccion de nitrato (Scarpeial., 1997, Keutgen et al., 2000,
Zabalzaet al., 2006), de la asimilacion de amonio (Scarpgoril., 1995, Scarponi

et al., 1997, Holmest al., 2006), y de la inhibicion de la fijacién de nitrdgeno en
las plantas simbioticas (Martensson y Nilsson, 1989, Sawich 1996, Royuela

et al., 2000)g) acumulacion de quinato (Orcarayal, 2010), de GABA (Zabalza

et al., 2011) y putrescina (Giardina y Carosi, 1990, Zabstlzh, 2011).

Se ha especulado sobre si la acumulacion de KB o AB que se produce en
plantas (Rhodest al., 1987) es dafiina o no (Restal., 1990), tras demostrarse
que es toxica para bacterias (Larossal., 1987). Sin embargo, Shaner y Singh
(1993) demostraron que la fitotoxicidad provocada por el herbicida imazaquin no
era debida a la acumulacion de estos productos intermediarios, y que estos
compuestos no son toxicos para las plantas.

No esta claro si la inhibicion de la division celular (Rost, 1984) es una
consecuencia directa de la inhibicién de la AHAS, aunque parece que este efecto es
independiente del nivel de amino&cidos ramificados de la célulaéRalst 1990).
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Se ha sugerido que esta relacionada con una alteracién del conjunto de metabolitos
intermedios (Gaston et al., 2002), o de los niveles de ATP tras la inhibicion de la
AHAS (Zabalzaet al., 2004).

Con respecto a la acumulacion de carbohidratos en hoja (Shaner y Reider,
1986, Chao et al., 1994, Bestman et al.,, 1990), se ha explicado como la
consecuencia de un decrecimiento de la translocacion de fotoasimilados a los
organos sumidero, (Devine, 1989, Bestman et al., 1990), provocada por un fallo en
la carga del floema (Chaet al., 1994, Kim y VandenBorn, 1996), lo que seria
parte del mecanismo de letalidad del herbicida, ya que esto provocaria la detencion
del crecimiento, por falta de carbono en los tejidos meristematicos (Shaner, 1991,
Bestman et al., 1990, Kim y VandenBorn, 1997). Sin embargo, se demostr6 que la
acumulacion de carbohidratos en hoja no es la causa de la inhibicion del
crecimiento de la raiz, puesto que la acumulacion de azlcares solubles en raiz
precede a la de almidon en hoja (Royuetlal., 2000, Gaston et al., 2002). Se ha
sugerido que la inhibicién de la division celular (Rost, 1984), o una alteracion en el
metabolismo carbonado de la raiz, reduce la utilizacién de carbohidratos, de forma
que la sacarosa es transportada desde las hojas a las raices a una velocidad superior
de lo que los sumideros son capaces de usarla y, bajo estas condiciones, el
gradiente de azlcares que se requiere para el trasporte a larga distancia es abolido y
la carga del floema se desequilibra (Zabatzal., 2004).

El aumento del metabolismo fermentativo detectado en raices de plantas
tratadas con estos herbicidas (Gaston et al., 2002), viene dado por un incremento
de las actividades piruvato descarboxilasa (PDC), alcohol deshidrogenasa (ADH),
lactato deshidrogenasa (LDH) y alanina aminotransferasa (AlaAT) (Zabalza et al.,
2005). Se han propuesto varias explicaciones, no excluyentes entre si, para esta
induccion de la fermentacion, pudiendo estar relacionadaagom aumento de la
disponibilidad de piruvato, el sustrato comun de la PDC y la AHAS (Zabbhla
2005); b) una disminucién de la disponibilidad de oxigeno, provocada por el
engrosamiento de las raices tratadas con esta clase de herbicidas, una modificacion
morfolégica que podria conducir a un deterioro en la capacidad de absorcién de
oxigeno de la solucién circundante (Zabattaal, 2011); c) también se ha
sugerido que la fermentacion puede ser considerada como una respuesta fisioldgica
general al estrés (Orcarayal., 2012).

Las actividades fermentativas son responsables de la sintesis de
aceltadehido, etanol y lactato, que pueden ser téxicos para las plantas, por tanto
podrian estar involucrados en la inhibicion del crecimiento y la muerte de la planta
(Zabalzaet al., 2011). También el aumento de la via de la oxidasa alternativa
(Aubertet al., 1997, Gaston et al., 2003) podria estar relacionado con el proceso de
la muerte. Sin embargo, no esta claro si esto as asi 0, por el contrario ambos
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procesos son parte de los mecanismos de la respuesta adaptativa de la planta a la
inhibicién de la AHAS (Orcaragt al., 2012).

La reduccion de la fotosintesis observada en algunos casos (Percival y
Baker, 1991, Zabalzat al., 2004, Riethmuller-Haags al, 2006), se considera
una respuesta secundaria de la inhibicion de la AHAS, y se ha propuesto que esta
mediada por un cierre de los estomas, y/o bien es una respuesta al alto contenido de
carbohidratos acumulado en las hojas (Zabelzal., 2004). Por otra parte, la
inhibicion de la absorcidn y reduccion de nitrato, de asimilacion de amonio, y de la
fijacibn de nitrogeno de plantas simbioticas detectada en algunos estudios
(Martensson y Nilsson, 1989, Scarpenial., 1995, Sawickat al., 1996, Scarponi
et al.,, 1997, Keutgen et al., 2000, Royuetaal., 2000, Holmest al, 2006,
Zabalzaet al, 2006), se ha relacionado con el cese del crecimiento de la planta,
que puede resultar en una menor demanda de nitrdgeno, lo que provoca una
regulacion a la baja de estos procesos (Hartwig y Trommler, 2001, Zabalza
2006, Holmest al., 2006).

Por lo tanto, parece que la detencién del crecimiento inducida por la
inhibicién de la AHAS, puede ser debida a cambios en las proporciones relativas
de los contenidos de amino&cidos libres. Ambas cosas provocan un desequilibrio
en el metabolismo del carbono/nitrégeno, que esta relacionado con el proceso de
muerte de la planta (Orcarayal., 2012). No esta claro cual puede ser el papel que
juega la concentracion de metabolitos como el etanol (Zakalah, 2005), el
quinato (Orcaraet al., 2010), la putrescina o el GABA (Zaba#taal, 2011), u
otros que posiblemente se acumulen. En cualquier caso, probablemente varios de
los factores mencionados interaccionan entre si para producir la muerte de la
planta.
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Figura 6. Consecuencias fisiolégicas derivadas de la aplicacion de herbicidas
inhibidores de la enzima AHAS en plantas. Elaboracién propia a partir de lo descrito
en hiblioarafiz
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5.2.4.Imidazolinonas

Las imidazolinonas fueron creadas en la década de 1980 por el Dr. Marinus
Los (Los, 1984), en los laboratorios de American Cyanamid Company, en
Princeton, New Jersey (EE.UU), actualmente BASF Corporation. Sin embargo, no
fueron desarrolladas especificamente para inhibir la AHAS, ya que no fue hasta
pasados dos afios de la introduccion del imazaquin, la primera imidazolinona
comercial (Scepter®), cuando se demostr0 que estos herbicidas actdan por
inhibicion de esta enzima (Sharetral., 1984).

Todas las imidazolinonas presentan en su estructura molecular un anillo
imidazol con un grupo metilo, y una segunda estructura ciclica, generalmente un
anillo aromatico carboxilado, que puede variar (Duggletgl., 2008). En el caso
del imazetapir, imazapir, imazapic e imazamox se trata de un anillo pirimidinico,
distinguiéndose entre ellas Unicamente por el sustituyente del C5 de ese anillo
(Fig. 7). El anillo imidazol y la segunda estructura ciclica juegan un papel
importante en la inhibicion de la AHAS, mientras que los diferentes grupos
funcionales del anillo pirimidinico se relacionan con otras caracteristicas del
herbicida como su metabolismo en plantas (Tan et al., 2005).

]
OH
. CH
s / 1\;&1
4 N 3
N CH
OH N, 0
—N imazapir
0
NH
OH
o N CHj,
. 7 CH,
N CH,
H Yo
imazaquin

Figura 7. Estructura general de una imidazolinona con anillo pirimidinico
(izquierda) y ejemplos (derecha). Adaptado de Duggielay. (2008).

Existen pocos trabajos sobre la detoxificacibn de estos herbicidas en
plantas. Se piensa que la via de detoxificacion mas comun se puede producir por
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desalquilacion, hidroxilacion del anillo, conjugacion con glucosa, o escision del
anillo (Shaner y Singh, 1997). Aunque se han descrito variaciones entre rutas de
degradacion de imidazolinonas, en funcién de las diferencias en la lipofilidad
(Tecleet al., 1993). También se han relacionado las enzimas P450 y glutation-S-
transferasas con la tolerancia a esta clase de herbicidas (Hetinaés 2006,
Kasparet al., 2011).

En los ultimos afios se ha hecho popular desarrollar cultivos resistentes a
las imidazolinonas, en lugar de seleccionar el herbicida para adaptarse a la cosecha
(Tecle et al., 1993), asise han desarrollado cultivos de arroz, colza, maiz, trigo y
girasol tolerantes a las imidazolinonas, denominados Cle&rfieldatentados por
BASF Corporation (Taet al, 2005).

El imazamox (CisH1504N3), pertenece al grupo de las imidazolinonas y
presenta un sustituyente metoximetil @B+CH,) en el C5 del anillo pirimidinico
(Fig. 8). Es un herbicida utilizado en cultivos de alfalfa, guisante, soja, judia,
cacahuete, girasol y maiz, entre otros. Se comercializa con varios nombres:
Beyond, Raptor, Clearcast y Pulsar 40.

0
CHBH‘O Cg/ff-“x ’/l\\DH
\\N xf,N,\‘
N
H N
0

Figura 8. Estructura del herbicida imazamox. McCourt y Duggleby (2006).

Se trata de un compuesto relativamente polar, de baja lipofilidad y de carga
negativa, que adquiere a pH mayores de 6, ya que se trata de un acido débil. Estas
propiedades determinan su adsorcién débil al suelo, lo que facilita su dispersion y
difusion, y su facilidad para ser absorbido por las raices, siendo lo bastante
hidrofébico como para moverse a través de la bicapa lipidica de las membranas,
pero suficientemente soluble en agua como para moverse por la via simplasto o
apoplasto (Aichele y Penner, 2005, Cedergreen et al., 2005). El imazamox no esta
clasificado como facilmente biodegradable y es estable a la hidrdlisis, pero
susceptible a la fotdlisis (Safarpaatral., 2004).

6. Leguminosas
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La familia de las leguminosas presenta cerca de 750 géneros y es la tercera
familia con mayor numero de especies, cerca de 20000. Se divide en tres
subfamilias:Mimosoideae y Cesalpinoideagrepresentadas ambas por arboles y
arbustos tropicales y subtropicalefgpilionaceaeque incluye especies arboéreas,
arbustivas y herbaceas, entre las que encontramos la mayoria de especies
cultivables (aproximadamente un 8-9% del total). Se trata de una familia
cosmopolita en la que una amplia variedad de estrategias adoptadas ha permitido a
sus especies adaptarse a las condiciones ecoldégicas mas diversas. Sus
representantes se pueden encontrar en los trépicos o en zonas templadas, incluso en
zonas aridas o en altas latitudes (Maxted y Bennett, 2001).

Algunas especies se utilizan como plantas ornamentales y otras se emplean
en la industria, obteniéndose de ellas productos tales como madera, medicamentos,
taninos, resinas o colorantes, pero fundamentalmente tienen interés agronémico. En
la actualidad, las leguminosas representan el segundo cultivo mas extendido en la
agricultura mundial después de los cereales (Gatpas.,, 2005). Ambas familias
han sido la base principal de la alimentacion de la mayoria de culturas durante
milenios, complementandose las propiedades nutritivas de ambas. El cultivo de
leguminosas se remonta al Neolitico, coincidiendo con el nacimiento de la
agricultura, pues se han hallado en Oriente Préximo restos fosiles de semillas de
lentejas y guisantes de mas de ocho mil afios de antigliedad, y también se conoce su
uso desde antiguo en América, norte de Asia y norte de Africa (Kaplan, 2008).

Las leguminosas cultivadas se pueden clasificar en dos grupos atendiendo a
su uso: forrajeras y de grano. Las leguminosas forrajeras son aquellas que se
aprovechan por sus hojas y tallos mediante corte o pastoreo, como es el caso de las
forrajeras alfalfa, trébol o veza (Doyle y Luckow, 2003). Las leguminosas grano
son aquellas especies cuya principal utilidad econémica reside en las semillas,
entre las especies que mas se utilizan para el consumo humano se pueden citar,
entre otras, el guisantBium sativuni..), el garbanzoQicer arietimun), la judia
(Phaseolus vulgarid..), el haba Yicia faba), la sojaGlycine max y la lenteja
(Lens culinari¥ (Graham y Vance, 2003).

Su importancia radica en que constituyen una fuente de proteinas de
calidad para la alimentacion animal y humana, ademas contienen fitoestrégenos,
como los flavonoides, o los isoflavonoides, que pueden tener efectos beneficiosos
sobre la salud (Leet al, 2008, Velazquezt al., 2010). Estas caracteristicas
resultan fundamentales en un mundo con ochocientos cincuenta millones de
personas subalimentadas, segun datos de la FAO (2008), y una presion
demogréfica creciente, ademas, en un escenario de cambio global como el actual,
se hace necesario realizar un esfuerzo por disminuir el gasto de recursos. Sustituir
en la dieta humana parte de la proteina animal que se consume actualmente por
proteina vegetal, contribuiria a aliviar la demanda de tierras cultivables, agua y

27



Introduccién

energia (Smil, 2002, Pimentel y Pimentel, 2003), y ayudaria a reducir problemas de
salud (Ferguson et al., 2002, Johnson y Choi, 2012), y los problemas ambientales
derivados de la enorme cantidad de residuos ganaderos que se producen en la
actualidad (Mawdslegt al, 1995, Martinezt al., 2009).

Una caracteristica de gran interés de las leguminosas es su facultad para
establecer simbiosis con bacterias del génetozobium capaces de fijar el
nitrégeno atmosférico. Como resultado de esta simbiosis, en las raices de las
leguminosas se forman unas estructuras denominadas nodulos, en cuyo interior las
bacterias fijan el nitrdgeno atmosférico, valiéndose de un complejo enzimético
clave, la nitrogenasa (lgarashi y Seefeldt, 2003). Los nddulos bacterianos pueden
ser de dos tipos: ndédulos determinados, formados en leguminosas de origen
tropical como soja o judia, y ndédulos indeterminados formados en leguminosas de
origen subtropical y templado como guisante o veza. Las diferencias radican en la
presencia o no de meristemo apical, en la forma, en la organizacion histoldgica y
anatémica, en la via de asimilacién del amonio y en el tipo de metabolitos
nitrogenados que exportan (Sprent y James, 2007).

Esta facultad de las leguminosas para asociarséRlciaobiumlas hace
menos dependientes de abonos nitrogenados (Broughton et al., 2003), esto permite
ahorrar la energia necesaria para la produccion, el transporte y la aplicacion de
dichos fertilizantes, asi como las emisiones de dioxido de carbono asociadas, de
hecho, se calcula que se utiliza entre el 35% y el 60% menos de energia fosil que
en los cultivos en los que se usan fertilizantes, y la inclusidon de leguminosas en la
rotacion de cultivos, reduce el consumo medio anual de energia entre el 12% vy el
34% (Jenseret al., 2012). Otra ventaja es que, al utilizarse menor cantidad de
abonos nitrogenados, se evita la acumulacién de nitratos, que corren el riesgo de
ser lixiviados y contaminar las aguas, lo que puede derivar en un problema de salud
publica (Du et al.2007).

Las leguminosas favorecen, por tanto, un estado de fertilizacion natural del
suelo mejorando su calidad, y ayudando a preservar la diversidad de la microflora
del ecosistema edéfico (Peopletsal., 2009). Ademas, los rizobios estimulan la
simbiosis de estas plantas con otros microorganismos beneficiosos de la rizosfera,
tales como los hongos formadores de micorrizas, que facitlitan la captacion de agua
y nutrientes, lo que favorece la productividad agricola (Batre&, 2002). Por otra
parte, mediante el uso de leguminosas se pueden recuperar para la agricultura
zonas marginales, ya que son capaces de tolerar y adaptarse a diferentes estreses
abidticos y bidticos, lo que permite su uso en zonas castigadas por practicas
agricolas abusivas o inadecuadas, que han provocado en los suelos cierto grado de
salinizacion, desertificacidn o contaminacion por insumos quimicos (Dietlkqa
2009).
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6.1. Leguminosas y herbicidas

Las leguminosas presentan diferente sensibilidad a los herbicidas,
fundamentalmente en funcién de la especie, pero también dependiendo de la clase
de compuesto empleado, el tipo y momento de la aplicacién, la dosis y duracion de
la exposicién, asi como la edad de las plantas (Abd-&llal., 2000). En los
cultivos de leguminosas se utilizan diferentes herbicidas para controlar las malezas,
por lo que, presumiblemente, presentan tolerancia a éstos. En la tabla 3 se recogen
los principales herbicidas recomendados en Espafia para su uso en cultivos de
leguminosas, entre los que se incluyen inhibidores de la biosintesis de é&cidos
alifaticos, de la biosintesis de carotenoides, o de la enzima AHAS.

Tabla 3. Herbicidas autorizados en Espafia para el cultivo de leguminosas.

Cultivo

Herbicida

Garbanzo
Guisante proteaginoso

Guisante grano

Guisante verde

Habas grano
Habas verdes
Judia verde

Judia grano

Otras leguminosas grano

Lenteja

Soja

Veza

quizalofop-p-etil
tepraloxidim

bentazona, cicloxidim, diclofop,
prosulfocarb, quizalofop-p-etil, quizalofop-
p-tefuril, trialato, imazamox +
pendimetalina

cicloxidim, clomazona, diclofop,
pendimetalina, imazamox + pendimetalina

cicloxidim, diclofop, glifosato, trialato
cicloxidim, diclofop, glifosato, linuron
cicloxidim, clomazona, quizalofop-p-tefuril

bentazona, cicloxidim, etalfluralina,
prosulfocarb, quizalofop-p-etil, quizalofop-
p-tefuril, trialato

aclonifen, cletodim, fluazifop-p-butil,
propaquizafop

benfluralina, cicloxidim, diclofop,
quizalofop-p-etil, quizalofop-p-tefuril,
trialato

bentazona, cicloxidim, etalfluralina,
oxadiazon, pendimetalina, quizalofop-p-
tefuril

quizalofop-p-etil

Fuente: Centro de Proteccion Vegetal (2010)
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Por otra parte, en la bibliografia se ha descrito que el uso de herbicidas
puale provocar efectos tdxicos en las leguminosas, afectando al establecimiento de
la simbiosis y a la fijacion biolégica de nitrégeno (Zatlal., 2005; Vieiraet al.,

2007). Esto se debe a la interferencia del herbicida en el metabolismo del
microsimbionte, de la planta hospedadora o de ambos cuando se encuentran en
simbiosis (Arrudaet al, 2001). EI mayor dafio ocurre cuando estos compuestos
alteran la sintesis de aminoacidos u otras rutas metabdlicas comunes a
microorganismos y plantas (Santos et al., 2006).

Con respecto a los inhibidores de la AHAS, se ha documentado la
tolerancia de varias especies de leguminosas a estos herbicidasetBdué095,
Baerg y Barrett, 1996, Gonzaletal., 1999, Alonso-Pradad al., 2002, Tan et al.,
2005, Hekmatet al., 2008). Pero también se han descritos efectos nocivos en el
crecimiento (Blackshaw y Saindon, 1996, Gaston et al., 2002, Ulbrich et al., 2005,
Bohm et al., 2009, Grichar y Ocumpaugh, 2009) y en el establecimiento de la
simbiosis y el proceso de fijacion de nitrégeno (Martensson y Nilsson, 1989,
Royuelaet al., 2000, Anderson et a004, Drewet al, 2007)

6.2. Phaseolusvulgaris

La judia es una especie de origen americano, cuestion puesta de manifiesto
por diversos hallazgos arqueoldgicos y por evidencias boténicas e historicas. Los
indicios mas antiguos de cultivo datan del afo 5000 a.C (Gepts, 1990). La
introduccion en Espafia y posterior difusion al resto de Europa tuvo lugar en las
expediciones de comienzos del siglo XVI.

Pertenece a la famili&cabaceae subfamilia Papilonaceag su nombre
cientifico esPhaseolus vulgarit. y es la especie dehaseolugnas extensamente
cultivada, entre las cerca de 50 que se conocen (Martinez-Romero, 2003). Es una
planta anual, de crecimiento rapido, con un sistema radicular muy ligero y poco
profundo que esta constituido por una raiz principal y gran nidmero de raices
secundarias, con elevado grado de ramificadi@see un tallo principal herbéaceo
que en variedades enanas presenta un porte erguido y una altura aproximada de 30
a 40 centimetros, mientras que en las judias de enrame alcanza una altura de 2 a 3
metros, siendo voluble y dextrégiro (se enrolla alrededor de un soporte o tutor en
sentido contrario a las agujas el reloj). La hoja es un trifolio, de foliolos
lanceolados y acuminados, de tamafio variable segun la variedad, y la flor puede
presentar diversos colores, Unicos para cada variedad, aunque en las variedades
mas importantes la flor es blanca. Las flores se presentan en racimos en niumero de
4 a 8, cuyos pedunculos nacen en las axilas de las hojas o en las terminales de
algunos talloskl fruto es una legumbre de color, forma y dimensiones variables,
en cuyo interior se disponen de 4 a 6 semillas. Existen frutos de color verde,
amarillo jaspeado o rojo sobre verde, etc., aunque los mas demandados por el
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consumidor son los verdes y amarillos con forma tanto cilindrica como acintada
(Singh, 1999b). Establece simbiosis con bacterias del g&mérobium siendoR.

etli la especie predominante en los nodulos judia, aunque se han encontrado
muchas otras especies en las regiones donde la judia se ha introducido, tales como
R. leguminosarunbv. phaseolj R. gallicum bv. phaseoliy R. giardinii bv.
Phaseolio R. tropici que se adaptan bien a suelos &cidos y altas temperaturas. El
gran numero de especies de rizobios capaz de nodular judia supone que esta
especie es un hospedador promiscuo y existen diversidad de interacciones judia-
rizobio (Martinez-Romero, 2003).

El cultivo de la judia en grano es considerado como un cultivo extensivo,
mientras que la judia verde se considera netamente horticola. La superficie
dedicada al cultivo de la judia en grano se ha reducido en los ultimos afios (debido
a los cambios alimenticios de la sociedad y a su importacion); los rendimientos se
han mantenido practicamente constantes, ya que la produccion total ha aumentado
considerablemente. En el caso de la judia verde, la reduccion de superficie es
también apreciable, pero mucho menos importante cuantitativamente. La judia es
una leguminosa con grandes posibilidades para la alimentacién humana, por su
doble aprovechamiento (de grano y de vaina) y por su aporte proteico, ademas una
parte de su produccion se comercializa congelada y en conserva. Los paises
importadores de las cosechas espafiolas de judia verde son: Francia, Alemania,
Suiza y Reino Unido (Nadat al., 2004a).

6.3. Vicia sativa

La veza es originaria del centro y sur de Europa y del area mediterranea.
Ha sido parte de la dieta humana desde el Neolitico, aunque las evidencias de
cultivo no aparecen hasta la Antigua Roma (Zohary y Hopf, 2000). En la Peninsula
Ibérica aparece espontdneamente en casi todo el territorio. Actualmente también se
distribuye por América del Norte y Australia.

Pertenece a la famili&abaceae subfamilia Papilonaceaey su nombre
cientifico esVicia sativaL. Algunos consideran que engloba un cierto nimero de
subespecies conmsegetalisangustifolia ocordata,mientras que otros elevan éstas
al rango de especie€s una planta herbidcea anual, que desarrolla una raiz
ramificada que es capaz de profundizar. Sus tallos son trepadores y pueden
alcanzar de 30 a 80 centimetros de altura. Las hojas son paripinnadas, de 1 a 8
pares de foliolos, pecioladas y con estipulas lanceoladas, que terminan en un
zarcillo ramificado que ayuda a trepar a la planta. Las flores se agrupan en
inflorescencias con una o dos flores, generalmente de color violeta. Los frutos son
vainas con los margenes pilosos y con un numero variable de semillas en su
interior (Nadalet al, 2004b). Rhizobium leguminosarimw viciae es el simbionte
especifico de las leguminosas pertenecientes a la tribu Vicieae
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La veza presenta distintos usos: en alimentacion animal su
aprovechamiento puede ser doble, ya que es productora tanto de forraje como de
grano y puede ser empleada como cubierta vegetal, ya que su habito de crecimiento
en forma de mata, ayuda a proteger el suelo de la erosion, y también es planta
mejoradora del terreno como abono verde. En Espafia su uso practicamente se
restringe al destinado de alimento del ganado en sus dos vertientes, grano y forraje.
Rusia, Turquia y Espafia son los principales productores (Btaalal 2004b).

32



Objeto






Objeto

La acumulacién de herbicidasn el suelo puede desestabilizar el equilibrio
de las poblaciones de microorganismos, de vital importancia para mantener la
calidad del mismo al descomponer y mineralizar la materia organica que suministra
elementos nutricionales a los vegetales. Entre las poblaciones de microorganismos
rizosféricos que establecen relaciones beneficiosas con las plantas se encuentran las
bacterias del génerBhizobium, capaces de asociarse simbidticamente con las
raices de las leguminosas y proporcionarles nitrdgeno organico, caracteristica de
especial interés en el contexto de la sostenibilidad agricola.

La asociacionRhizobium-leguminosa se considera prometedora en la
recuperacion de areas contaminadas, pudiendo incluso de degradar herbicidas y ser
atil en la descontaminacion de estas sustancias, aun cuando éstas podrian interferir
en el metabolismo del microsimbionte, de la planta hospedadora, o de ambos.

Los herbicidas pertenecientes a la clase de las imidazolinonas, entre los que
se encuentra el herbicidanazamox, tienen como modo de accién primario la
inhibicion de la acetohidroxiacido sintasa (AHAS), la primera enzima comun de la
ruta de sintesis de los aminoécidos ramificados: valina, leucina e isoleucina. En
microorganismos esta ruta biosintética también esta presente, por lo que el contacto
con imidazolinonas puede desestabilizar los niveles de aminoacidos de las
bacterias. En plantas, los procesos fisiolégicos que se desencadenan a partir de la
inhibicion de la actividad AHAS son muy complejos, y no se conoce con precision
ni los mecanismos de detoxificacion de las plantas tolerantes, ni el proceso que
lleva a la muerte de las plantas sensibles, ademas los efectos provocados por la
aplicacion de estos herbicidas y las estrategias de adaptacion desarrolladas por la
planta pueden ser diferentes cuando ésta se encuentra en asociacioén simbiotica.

El estudio de los efectos derivados de la aplicacion del herbicida imazamox
en plantas leguminosas y en sus rizobios asociados puede ayudar a entender los
mecanismos de adaptacion al herbicida en ambos simbiontes. Los resultados
obtenidos potencialmente podran ser transferidos y utilizados para mejorar o
manipular cultivos de leguminosas en los que se utilicen imidazolinonas, o bien en
técnicas de biorrecuperacion de suelos 0 aguas contaminadas por estos herbicidas
mediante el empleo de la interaccion Rhizobilgguminosa.

Este trabajo se ha llevado a cabo en dos especies leguminosas y en sus
microsimbiontes asociados: la leguminosa grdPluaseolus vulgaris y la
leguminosa forrajer&icia sativa y las especies dehizobium con las que forman
nddulos, determinados en el primer caso, e indeterminados en el segundo.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue determinar las
implicaciones fisiologicas de la aplicacion de imazamox en las leguminosas
estudiadas, asi como en sus rizobios asociados, y conoceetasismos y/o
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estrategias que adoptan las leguminosas frente al herbicidanto aisladamente
como en simbiosis

La hipétesis de partida se centra en analizar el comportamiento de las
cepas ddrhizobium tratadas con el herbicida, por una parte, y por otra, examinar
los cambios fisioldgicos y bioquimicos producidos por el herbicida en las plantas,
asi como posibles mecanismos de degradacion y determinacidén de los niveles de
compuesto presente en los tejidos vegetales, para finalmente, tras haber
seleccionado las variedades de las leguminosas y las ceRlaizalbeum asociadas
mas tolerantes, abordar el estudio de la respuesta de la asociacion simbidtica al
herbicida.

Los objetivos concretos fueron:

1. Seleccionar las cepade Rhizobium mastolerantes a herbicidasnediante
el estudio de los cambios inducidos en la supervivencia y en la actividad
acetohidroxiacido sintasa de las bacterias. Paralelamente, obtener cepas
que sobreexpresen la actividad glutation-S-transferasa.

2. Estudiar la respuestaimazamoxen diferentevariedades deP. vulgaris
y V. sativa, analizandolos procesos metabdlicos afectados por la
aplicacion del herbicida.

3. Estudiar los cambios provocados por imazamox en diferentes 6rganos
durante laontogenia de las plantas deP. vulgaris y V. sativa de las
variedades seleccionadas.

4. Analizar las respuestas inducidas por imazamox en las simbiosis
Phaseolus vulgaris-Rhizobium tropici CIAT899 y Vicia sativa-Rhizobium
leguminosarum bv viciaeVF39.
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1. Material
1.1. Material biologico

1.1.1. Microorganismos

La cepa dé&hizobium tropiclCIAT899, originaria del Centro Internacional
de Agricultura Tropical de Colombia, fue seleccionada segun trabajos previos de
(Zahiga, 1997) y la cepa dehizobium etliCFN42 fue aislada en México por
Pifiero et al.(1988). Las cepas dehizobium leguminosarutov. viciae VF39 y
UPM791 proceden originariamente de Alemania (Priefer, 1989) y Espaia (Leyva
et al., 1987), respectivamente.

Por su parte, las cep&s gallicumbv. gallicum R602, yR. giardinii bv.
giardinii H152, fueron originalmente aisladas en el Instituto Cientifico de
82Investigacion Agrondémica de Francia (Amargdr al., 1997), y las cepas
Sinorhizobium frediiRp84 y Rhizobium leguminosaruRp64 provienen de la
Estacion Experimental del Zaidin (Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas) (Herrera-Cerverat al., 1999). La cep&. coli BphK®*®°, utilizada
paa transferir el gerbphK proviene del Instituto Tecnolégico de Carlow, en
Irlanda (McGuinnesst al., 2006).

1.1.2. Material vegetal

Las especies vegetales utilizadas en los distintos experimentos fueron judia
(leguminosa granoPhaseolus vulgarisvariedades Bush Plaja, Coco Blanc y
Borloto, y veza (leguminosa forrajerajicia sativa,variedadesCorina y Latigo,
suministradas por Semillas Bolivar (Granada).

1.2. Herbicidas

El herbicida imazamox es comercializado por la empresa BASF como
PULSAR 40, siendo su formulacion en forma de liquido soluble, con una
concentracién de 40 g/l. En los experimentos del capitulo 1 también se utilizaron
los herbicidas Paraquat, (Metil viol6geno dicloro hidrato 98%) suministrado por
Sigma, y acido 2 -metil-4-clorofenoxiacético 60% p/v (MCPA) adquirido de
Cequisa.

2. Cultivo de microorganismos
2.1. Medios de cultivo

Para el crecimiento, preparacion de los in6culos y conservacion de las
cepas dérhizobiumse utilizé el medio de cultivo TY y, como medio selectivo en
el proceso de transformacién de las cepas, medio minimo. En el caso de la cepa de
E. colise utilizé LB como medio de crecimiento.
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Medio de Triptona y Extracto de Levadura (TY)
(Beringer, 1974)

LI ] 100 0 - TR 59
EXtracto de 1eVaTUIa .......ccccueieieec e eernnee 39
CaCh: 2HyO e 09g

AQUA AESTIAAA ...vvvvieeiieiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 1000 mi
Agar (Medio SO0 .......eeeiiiiiiei i 15¢

Se ajusto el pH a 7 con NaOH vy se esterilizd en autoclave a 120 °C durante 20 min

Medio de Luria-Bertani (LB)
(Miller, 1972)

N = T PP 59
THPONA oo ———————— 10g
EXtracto de 1eVaTUIa .......cccuuiiiiicee e reereerrree 5¢
Agua destilada ..o ———— 1000 ml
Agar(mMedio SONUO) .......eeeiiiiiiie e 15¢

El medio se esterilizd en autoclave a 120 °C durante 20 min.
Medio minimo para Rhizobium (mmR)
modificado de Robertseret al. (1981)

KZHP O . e 0.3g
KH2POhe ettt 0.3g
MOSOTHO. .. 0.15¢

CaCE2H0 .. e 0.05¢
T O TR 0.006 g
NACH . s 0.05¢g
(€101 71 0o F= 100 IR0 Lo [ [o o USROS 1l1g
/= 11 o )PP 10g
Agar purificado para medio SO0 ..........cccoviiiiiiiiieieii e, 139
Agua destilada ............ooooiiiiiiii 1000 ml
Agar (Medio SONAO)........cueeeiiiiiiiiiiii e 15¢

Se ajusté el pH a 6.8-7.2 con NaOH y se esterilizé en autoclave a 120 °C durante
20 min. Después se afadid 1 ml/litro de una solucion concentrada de vitaminas
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Solucién concentrada de vitaminas (1000 x)

BIOTINA ...t e et e et e e e e eeeeeees 0.2g

[ (O3 0 Lo 1 =10 11 - U U 0.1g
Pantotenato SOAICO .........ccoveeiiiiiiie . 01g
Agua destilada eStEil..........ccuviiiiiiiee e 1000 mi

Finalmente el medio se esteriliz6 a través de unidades de filtracién de 0.2 um de
diametro de poro

2.2. Preparacion de inéculos y almacenamiento de las cepas bacterianas

Los in6culos de las distintas cepas se obtuvieron a partir de cultivos frescos
crecidos en medio sélido durante 72 h a 28 °C. Las bacterias, fueron posteriormente
crecidas en medio liquido a 28 °C hasta alcanzar una densidad Optica equivalente a
una suspension bacteriana de aproximadamenigéifas viables ril

Las cepas bacterianas se mantuvieron utilizando distintos métodos para
asegurar la supervivencia de las mismas. El método de almacenamiento dependid
de la frecuencia de uso, para un uso frecuente las cepas se sembraron sobre placas
de petri, se dejaron crecer a 28 °C hasta hacer visibles las colonias y se
almacenaron a 4 °C hasta un periodo maximo de 3 semanas. Para almacenar las
cepas de forma indefinida y evitar la pérdida de caracteres genéticos por sucesivas
resiembras, los cultivos liquidos microbianos en fase logaritmica de crecimiento, se
guardaron a -80 °C en glicerol al 20% (v/v).

3. Cultivo de plantas
3.1. Siembra

Las semillas deV. sativa y P. vulgarisfueron desinfectadas
superficialmente con hipoclorito de sodio al 5% (v/v) durante 3 min, a
continuacion se lavaron varias veces con abundante agua estéril. Tras este proceso
se dejaron en imbibicion durante 2 h, y posteriormente, las semillas se trasladaron a
semilleros de vermiculita estéril convenientemente humedecida. Los semilleros
fueron cubiertos con bolsas de polietileno a fin de evitar la pérdida de humedad, y
se mantuvieron en oscuridad durante 48 h a 28 °C en estufa de germinacion.

El sistema de cultivo paM. sativa consiste en semilleros con 56 pocillos
de 300 ml de capacidad, utilizando una mezcla de vermiculita/perlita (3/1) como
sustrato inerte, que permite un adecuado desarrollo radical gracias a su porosidad.
Los semilleros se colocaron sobre bandejas que contenian la solucion nutritiva que
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ascendia por capilaridad. El sustrato se esterilizé en autoclave a 120 °C durante 1 h
y los semilleros y bandejas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5%. Las
semillas germinadas se colocaron en los pocillos y se cubrieron con la mezcla
vermiculita/perlita. Sobre toda la superficie se colocé una capa de perlita estéril
para disminuir las pérdidas de agua por evaporacion.

Para los experimentos coBR. vulgaris se utilizaron jarras Leonard
modificadas (Leonard, 1943) conteniendo como sustrato vermiculita. Las jarras
(1.5 1) constan de dos partes de vidrio que encajan perfectamente: la parte superior
contiene el sustrato y la inferior la solucion nutritiva. A través de una mecha de
papel secante, asciende la solucion por capilaridad manteniéndose de esta forma el
grado de humedad del sustrato. Una vez preparadas las jarras se esterilizaron en
autoclave a 120 °C durante 1 h. En cada jarra se sembraron 2 semillas germinadas y
se cubrieron con vermiculita y una capa de perlita estéril.

En los experimentos en simbiosis (Capitulo 4), las semillas germinadas de
ambas especies se inocularon con 1 ml de inéculo en el momento de la siembra,
con R. tropiciCIAT899 en el caso de judia y de R.L.vici8€39 en el caso de veza,

y a la semana siguiente del inicio del cultivo se realizé una reinoculacion.

3.2. Condiciones de la camara de cultivo y solucion nutritiva

En todos los experimentos realizados las plantas fueron cultivadas en una
cdmara KOXKA (SA8/17-27/R) con las siguientes condiciones ambientales:

*Fotoperiodo: 16 h luz/ 8 h oscuridad.
*Temperatura: 24 °C dia/ 18 °C noché °C.
*Humedad relativa: 55% dia/ 75% noche.

*Intensidad luminosa: 450 pmol ‘ms* (400-700 nm) en la superficie de las
macetas, suministrada por lamparas fluorescentes Sylvania Cool-White (F72T12-
CW-VHO) y lamparas incandescentes de 40 vatios (30% del total de vatios).

Los semilleros y las jarras Leonard se distribuyeron sobre la mesa de
cultivo completamente al azar, cambiandose de forma periddica de lugar. En las
bandejas se afiadié solucion nutritiva estéril cada dos o tres dias, mientras que en
las jarras ésta se renovo cada tres dias.
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La solucién nutritiva nitrogenada, utilizada para el cultivo de las plantas en
los experimentos de los capitulos 2 y 3, tenia la siguiente composicion:

Macronutrientes Micronutrientes
KNO; 0.850¢g NaFeEDTA 0.09300 g
KH,POy 0.312¢g Mnd{ 0.00040 g
KCI 0.373 g Zndg 0.00010¢g
CaCb 0.367 g CuCb 0.00004 g
MgCl, 0.305¢g (NHz)sM07024 0.00010¢g
K,SO, 0.284 g HsBO; 0.00300 g

Agua 1000 mi

La solucion nutritiva sin nitrégeno, utilizada en los experimentos en
simbiosis del capitulo 4, es la descrita por Rigaud y Puppo (1975) con la siguiente
composicion:

Macronutrientes Micronutrientes
KH,PC, 0.200 ¢ Na,MoO;,- 2H,0 0.004 ¢
MgSQO;- 7H,0 0.200 g MnSQ 2H,0 0.002 g
KCI 0.200g CuSQ®5H,0 0.002 g
CasQ:2H,0 0.120 g ZnSE7HO0 0.003 g
Na,FeEDTA 0.025¢g EBO; 0.018¢g

CoCb-4H,0 0.120 mg
Agua 1000 n

En ambos casos el pH de la solucién se ajusté a 6.8 con NaOH vy la
esterilizacién se llevo a cabo a 120 °C durante 30 min.

4. Experimentos realizados
4.1.Seleccion de cepas de Rhizobiutolerantes a herbicidas

*Viabilidad en microcosmos: Cepas deRhizobium R. tropici CIAT899,

R. etliCFN42,R.l. viciaeVF39 yR.l. viciaeUPM791 fueron inoculadas en suelo
estéril tratado con imazamox (0, 5, 50 y 500 puM), en sistemas de microcosmos de
vidrio en los que se llevaron a cabo muestreos en los dias 1, 2, 3, 7 y 14 de
experimentacion. El disefio experimental consté de 4 tratamientos para cada cepa
(4 dosis de imazamox) tomando 6 réplicas por tratamiento en cada muestreo. El
experimento se realizé dos veces, determinandose la supervivencia de la poblacion
microbiana.
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*Actividad AHAS en suspensiones de las cepagstas cepas fueron
crecidas en un medio liquido, concentrandose posteriormente el inéculo. El
precipitado de células se resuspendidé en solucion salina estéril y se repartié en
alicuotas en tubos de vidrio afiadiéndose herbicida imazamox (0, 50 y 500 uM). Se
tomaron alicuotas tras 2 y 4 horas de incubacion para proceder a la determinacion
de la actividad AHAS (procedimiento explicado en el apartado 5.4.1). Este disefio
experimental, para cada cepa, consto de 6 tratamientos (3 dosis de imazamox x 2
muestreos) con 6 réplicas, y se repitié dos veces.

*Actividad AHAS en extractos bacterianos: Se realizaron extractos
bacterianos de las cepas, obtenidos por sonicacion (apartado 5.1.3), y el extracto se
repartié en alicuotas en tubos de vidrio afiadiéndose herbicida imazamox (0, 50 y
500 pM). Se realizaron determinaciones de la actividad AHAS tras 1, 6, 12 y 24
horas de incubacion. Este disefio experimental, para cada cepa, constd de 12
tratamientos (3 dosis de imazamox x 4 muestreos) con 6 réplicas, y se repitio dos
veces.

*Transformacién de cepas: Se procediéo a la transformacion de cepas
Rhizobium(R. tropici CIAT899, R. etliCFN42, R. gallicumR602, R. giardinii
H152, Rp84 y Rp64, R.l. viciae VF39 y R.l. viciae UPM791) mediante
conjugacion con una cepa &e coli portadora del gebphK Posteriormente se
utilizaron diversas técnicas microbiolégicas y moleculares para caracterizar las
cepas resultantes.

*Tolerancia de las cepas a distintos herbicidas:En un ultimo
experimento las cepd®. tropici CIAT899, R. etli CFN42,R.1. viciaeVF39 yR.I.
viciae UPM791 vy la cepa transformada CIAT899 BpRR® fueron crecidas en
placas petri a las que se adicionaron distintas concentraciones de los herbicidas
imazamox, paraquat y MCPA (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 5 y 10 mM) para conocer
la resistencia de las bacterias mediante observacion del crecimiento en términos
cualitativos. Este disefio experimental, para cada cepa y herbicida, consté de 8
tratamientos (8 dosis de herbicida) con 6 réplicas, y se repitid dos veces.

4.2. Estudio de la respuesta a imazamox para la seleccion de variedades
tolerantes de P. vulgarisy V. sativa

Las plantas de judia, de las variedades Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto,
crecieron en jarras Leonard con solucion nutritiva nitrogenada hasta el dia 21 de
cultivo (crecimiento vegetativo), momento en el cual se adicion6 al medio el
tratamiento de imazamox (0, 25, 50 y 100 uM), manteniéndose hasta el final del
tiempo de experimentacion, el dia 28 de cultivo coincidiendo con el inicio de
floracion.
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Las plantas de veza, de las variedades Corina y Latigo, crecieron en
bandejas de cultivo con solucién nutritiva nitrogenada hasta el dia 28 de cultivo
(crecimiento vegetativo), momento en el cual se adicion6 al medio el tratamiento
de imazamox (0, 100 y 250 uM) manteniéndose hasta el final del tiempo de
experimentacion, el dia 35 de cultivo, coincidiendo con el inicio de floracion.

El disefio experimental consta de 12 tratamientos en el caso de judia (4
dosis de imazamox x 3 variedades) con 6 réplicas por tratamiento, y de 6
tratamientos en el caso de veza (3 dosis de imazamox x 2 variedades) con 8
réplicas por tratamiento, cada experimento se realizé dos veces, determinandose los
siguientes parametros:

e Analisis del crecimiento: peso seco de parte aérea, raiz y total por planta, y
relacion raiz/parte aérea.

e Actividad acetohidroxiacido sintasa y actividades antioxidantes catalasa,
superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y guaiacol peroxidasa en hoja.

» Contenido foliar de pigmentos fotosintéticos, aminoacidos libres totales,
proteina soluble total, y azlcares solubles totales.

» Peroxidacion de lipidos y contenido de peréxido de hidrogeno en hoja.

4.3. Estudio ontogénico de diferentes 6rganos de plantas Bewulgaris y V.
sativa tratados com imazamox

Las semillas de judia de la variedad Coco Blanc (seleccionada como mas
tolerante en el experimento 2), una vez desinfectadas y germinadas se transfirieron
a jarras Leonard con solucion nutritiva nitrogenada. En estas condiciones crecieron
hasta el dia 21, momento en que se aplicé a la solucién nutritiva el tratamiento de
imazamox (0, 100 y 250 uM ) y se mantuvo hasta el final del tiempo de
experimentacion (35 dias). Se recogieron muestras a distintos tiempos de
experimentacion: tiempo cero (antes de aplicar el tratamiento), a las 24 h, a las
48 h, ala semana y a las dos semanas de tratamiento. En estas cosechas se tomaron
muestras de raiz joven y vieja, cotiledones, hoja media, Ultima hoja completamente
expendida, hoja joven y meristemo apical.

Las semillas de veza de la variedad Corina (seleccionada como mas
tolerante en el experimento 2), una vez desinfectadas y germinadas se transfirieron
a bandejas de cultivo con solucion nutritiva nitrogenada. En estas condiciones
crecieron hasta el dia 28, momento en que se aplico a la solucion nutritiva el
tratamiento de imazamox (0, 100 y 250 uM ) y se mantuvo hasta el final del tiempo
de experimentacion (42 dias). Se recogieron muestras a distintos tiempos de
experimentacién: tiempo cero (antes de aplicar el tratamiento), a las 24 h, a las
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48 h, ala semana y a las dos semanas de tratamiento. En estas cosechas se tomaron
muestras de raiz, hoja joven y hoja vieja.

En ambos casos el disefio experimental consta de 15 tratamientos (3 dosis
de imazamox x 5 recolectas) con 6 repeticiones por tratamiento para la judia y 8
para la veza. El experimento se realizé dos veces, determinandose en cada cosecha
los siguientes pardmetros:

* Andlisis del crecimiento: peso seco de parte aérea, raiz y total por planta, y
relacién raiz/parte aérea.

e Actividades enzimaticas acetohidroxiacido sintasa, glutation-S-transferasa
y guaiacol peroxidasa en todos los 6érganos seleccionados.

e Contenido de aminoécidos libres ramificados y totales en ultima hoja
expandida y meristemo de judia, y en hoja joven y vieja de veza.

e Contenido de imazamox acumulado en ultima hoja expandida, hoja joven y
meristemo de judia, y en hoja joven y vieja de veza.

4.4. Respuestas inducidas por imazamox en la simbio$aseolus vulgaris-
Rhizobium tropici CIAT899 y Vicia sativa-Rhizobium leguminosarum bv viciae
VF39

Las semillas de judia de la variedad Coco Blanc, desinfectadas y
germinadas, se transfirieron a jarras Leonard, con solucién nutritiva de Rigaud y
Puppo (1975), donde se procedié a su inoculacion Rorropici CIAT899,
seleccionada como la cepa mas tolerante de las nodulantes de judia (capitulo 1). En
estas condiciones crecieron las plantas hasta el dia 21 de cultivo (crecimiento
vegetativo), momento en el que se adiciond al medio el tratamiento de imazamox
(0, 100 y 250 uM, manteniéndose hasta el final del tiempo de experimentacion, el
dia 28 de cultivo coincidiendo con el inicio de floracion.

Las semillas de veza de la variedad Corina, desinfectadas y germinadas, se
transfirieron a bandejas de cultivo donde se procedid a la inoculacion con
Rhizobium leguminosarurbv. viciae, VF39, seleccionada como la cepa mas
tolerante de las ondulantes de veza (capitulo 1). Las plantas crecieron con solucion
nutritiva de Rigaud y Puppo (1975) hasta el dia 28 de cultivo (crecimiento
vegetativo), momento en el que se adiciond al medio el tratamiento imazamox (0O,
100 y 250 uM), manteniéndose hasta el final del tiempo de experimentacion, el
dia 35 de cultivo coincidiendo con el inicio de floracion.

El disefio experimental para cada especie vegetal consta de 3 tratamientos
(3 dosis de imazamoxgon 6 repeticiones por tratamiento para la judia y 8 para la
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veza, cada experimento se realizd6 dos veces, determinandose en ambas
leguminosas los siguientes parametros:

» Analisis del crecimiento: peso seco de parte aérea, raiz y total por planta, y
relacién raiz/parte aérea

» Actividades enzimaticas acetohidroxidcido sintasa, glutation-S-transferasa,
superoxido dismutasa y guaiacol peroxidada en hoja joven y adulta, raiz y
ndédulo.

« Contenido de pigmentos fotosintéticos en hoja joven y adulta.
¢ Relacion carbono/nitrégeno en parte aérea y raiz.

» Contenido de aminoacidos libres ramificados y totales en hoja joven y
adulta, raiz y nodulo.

» Contenido de imazamox acumulado en hoja joven y adulta, raiz y nédulo.

5. Metodologia empleada
5.1. Técnicas microbiolbgicas

5.1.1. Experimento en sistema de microcosmos

El uso de sistemas de microcosmos en el estudio de la persistencia en suelo
de cepas dRhizobiumpara evaluar la influencia de distintos estreses se ha descrito
en bibliografia (Vischettiet al., 2002 Del Papaet al., 2003). Las especies de
Rhizobiumensayadas fueron expuestas a dosis crecientes de imazamox en sistemas
de microcosmos de vidrio para conocer su evolucion en términos de crecimiento.

La unidad experimental consisti6 en un contenedor de vidrio (recipiente
circular de 10.5 cm de altura y 22 cm de didmetro) con 2.5 kg de suelo inoculado
con Rhizobium EIl suelo utilizado fue recogido en el Parque Natural Sierra de
Baza, en la provincia de Granada. Se escogi6 este suelo porque al proceder de una
zona protegida, no habia estado previamente expuesto a contaminacion por
pesticidas. Este suelo, caracterizado por el grupo “Formacion y Degradacion del
Suelo” del Departamento de Edafologia y Quimica Agricola de la Universidad de
Granada, contenia: arena 59.45%, arcilla 22.37%, limo fino 9.25%, limo grueso
8.92% y capacidad de campo 20% (p/p). Posteriormente fue tamizado, con el fin de
generar una matriz mas homogénea, y a continuacion esterilizado por vapor fluente
en autoclave en ciclos de 1 h a 100 °C y 1 atmésfera de presion durante 3 dias
consecutivos (Trevors, 1996), eliminando asi microorganismos y formas de
resistencia bacteriana como las esporas, de este modo los rizobios inoculados no
tendrian competencia con la microbiota del suelo. Finalmente se sec6 en estufa a
70 °C.
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A partir de este suelo se pesaron 2.5 kg para cada unidad experimental, que
fue tratada con 150 ml de solucién de imazamox (5, 50 o 500 uM), o de agua
estéril para el caso de los controles, y con 150 ml de in6ciiztiebium De esta
forma el contenido de humedad quedé ajustado al 60% de la capacidad de campo
(Pérez et al., 2008) y se mantuvo a dicho nivel durante el tiempo de
experimentacién mediante adicion peridédica de agua destilada estéril. El suelo con
el inéculo y la solucion contaminante fue convenientemente homogenizado con
una varilla estéril y distribuido en los contenedores de vidrio sobre un lecho de
grava estéril colocada al propdésito de facilitar el drenado y evitar la compactacién
del suelo. Finalmente se colocaron en estufa a una temperatura de 28 °C y se
llevaron a cabo muestreos en los dias 1, 2, 3, 7 y 14 de experimentacion para
determinar la supervivencia de la poblacion microbiana.

Las bacterias para inocular el suelo crecieron en medio TY liquido a 28 °C

y agitacion constante (150 rpm) durante 48 horas. Para conocer el numero de
unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de este inoculo, se realizaron
diluciones seriadas de una muestra del mismo y se sembraron 100 ul de cada una
en placas petri, realizando, tras un periodo apropiado de incubacion, un recuento
del numero de colonias formadas. Este indculo se concentré por centrifugacion a
17000 g durante 12 min. y el precipitado fue resuspendido en solucion salina
estéril, para alcanzar el volumen final requerido (150 ml para cada microcosmaos).

Para el recuento de bacterias a partir de las muestras de suelo se procedié
de la forma siguiente: de cada microcosmos se tomaron 6 muestras al azar de 1 g
de suelo y fueron agitadas en tubos con 10 ml de solucién salina estéril, con el fin
de extraer las bacterias, y posteriormente centrifugadas durante 5 min a 120 g para
clarificar el extracto. A partir de ahi se realizaron diluciones seriadas del
sobrenadante obtenido y se sembraron 100 ul de cada dilucién en placas con medio
TY que contenian 15% de cicloheximida y 0.0125% de cristal violeta para impedir
el posible crecimiento de hongos y bacterias Gram +. Estas placas se incubaron en
estufa a 28 °C el tiempo suficiente para poder apreciar las colonias formadas
(48-62 h). Posteriormente se realizaron recuentos del nimero de UFC de cada
placa.

5.1.2. Actividad AHAS en suspensiones dd&rhizobium incubadas con
imazamox

Las bacterias fueron crecidas en un medio TY liquido a 28 °C y agitacion
constante (150 rpm) durante 48 horas. Posteriormente el indéculo se concentré
mediante centrifugacion en tubos a 3300 g durante 20 min, descartando el
sobrenadante. El precipitado de células se resuspendid en solucion salina estéril y
se repartié en alicuotas en tubos de vidrio afiadiéndose herbicida imazamox en
concentraciones de 50 y 500 uM, dejando suspensién bacteriana sin tratar como
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control. Los tubos se dejaron en incubacion a 28 °C y agitacion constante (150
rpm). Se tomaron muestras después de 2 y 4 horas de incubacion para la
determinacion de la actividad AHAS como se indica a continuacion. Se
concentraron las células mediante centrifugacion a 3300 g durante 20 min y este
precipitado se lavé con solucién salina estéril por dos veces para eliminar los restos
de herbicida (resuspendiendo y volviendo a recoger las bacterias por precipitacion).
El precipitado lavado se resuspendid en el tampon de extraccion de la enzima
AHAS (ver apartado 5.4.1) y a continuacién se sometio a sonicacién en 3 ciclos de
6 pulsos de 6 segundos a maxima amplitud (Vibra cell™, Sonics & Materials inc.
Danbury, Connecticut, U.S.A.). Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacién a 35000 g durante 45 min, recogiendo el sobrenadante. Con este
extracto se procedido a determinar la actividad AHAS como se describe en el
apartado 5.4.1.

5.1.3. Actividad AHAS en extractos deRhizobium incubados in vitro con
imazamox

Las bacterias fueron crecidas en un medio TY liquido a 28 °C y agitacion
constante (150 rpm) durante 48 horas. A continuacion, la suspension bacteriana se
concentrd por centrifugacion y a partir del precipitado se obtuvo un extracto libre
de células mediante sonicacion y centrifugacion, tal como se describe en el
apartado anterior. Este extracto se reparti6 en alicuotas en tubos de vidrio
afiadiéndose herbicida imazamox en concentraciones de 0, 50 y 500 uM, y los
tubos se dejaron en incubacion en camara fria. Se tomaron alicuotas tras 1, 6, 12 y
24 h de incubacion para realizar determinaciones de la actividad AHAS como se
describe en el apartado 5.4.1.

5.1.4. Conjugacion bacteriana

Se realizd la transferencia, a cepasRidzobium de la construccién "S
17.1 Apir pUTmTn5gusACmbphKAla180ProNptll-pgfp”. La misma contiene el
genbphK de Burkholderia xenovorah®8400 con una mutacion en el aminoacido
conservado en la posicion 180 de una alanina a una prolina, que confiere un
aumento en la actividad GST 8 veces mayor que el del fenotipo salvaje (Be¢nnan
al., 2009). Ademas, contiene marcadores de resistencia a los antibidticos
cloramfenicol (Cm) y kanamicina (Kn) y el gen de expresién de la proteina verde
fluorescente. Esta construccion estaba portada por una cepa competente de
Escherichia coli E. coli BphK-**%).

La transferencia de la construccion se llevo a cabo utilizando el método de
conjugacion en filtro. Las cepas fueron cultivadas durante una noche, la cepa
donadora a 200 rpm en medio LB con cloranfenicol a 37 °C, la cepa receptora se
cultivdé en medio minimo pamhizobiuma 28 °C. Posteriormente se transfirio 1 ml
de cada cultivo de células a un tubo estéril de 1.5 ml y se recogieron las células por
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centrifugacién a 12000 g durante 1 min. Las células fueron lavadas dos veces con
solucidn salina estéril (NaCl al 0.85%), para eliminar los antibiéticos del medio, y

se recolectaron de nuevo por centrifugacion a 12000 g durante 1 min. El
precipitado de células final se resuspendi6 en 100 ul de medio LB estéril en el caso
de la cepa donadora, o de solucion salina estéril para el caso de la cepa receptora y
se transfirieron a un filtro de membrana estéril sobre una placa de agar,
homogeneizando ambas suspensiones bacterianas con suavidad, y se incubaron
durante 48 h a 28 °C, realizandose 10 réplicas para cada cepa receptora. El filtro se
separ6 después de la placa y se sumergié en 5 ml de solucion salina estéril en un
tubo de polipropileno de 20 ml, agitando vigorosamente para desprender las células
del filtro. A continuacion se extendieron 100 pl de la suspensién celular sobre
placas con medio minimo paRdhizobium(mmR) con los antibidticos Kn 'y Cm, y

se incubd durante al menos 48 h a 28 °C.

Las colonias de potenciales transconjugantes que crecieron en estas placas
selectivas fueron aisladas y sembradas en placas de seleccion frescas, repitiendo
este proceso varias veces para asegurar la pérdida completa de la cepa donante.

5.1.5. Técnicas de caracterizacion de cepas

Para identificar con mas seguridad la identidad de las bacterias, ademas de,
comprobar el crecimiento de las mismas en medio selectivo (mmR) se comprob¢ la
expresion de la proteina GFP mediante la utilizacion de un microscopio de
epifluorescencia Nikon E400, equipado con una lampara foto-Optica y dos filtros
con longitud de onda de excitacion de 465-495 y 450-490 nm. Para capturar y
procesar las imagenes microscopicas se utilizo el software de imagen Lucia ® 4.6.
Ademas se realizaron un conjunto de pruebas que permitieron una mejor
caracterizacion de las cepas:

* Crecimiento erMicroplaca Biolog GN2 que permite obtener un patrén
caracteristico en base a la utilizacion o no por la bacteria de 95 fuentes de
carbono diferentes proporcionando una huella metabdlica (Garland y Mills,
1991). A partir de cultivos puros de las cepas en placas petri con medio
selectivo, se extrajeron colonias aisladas y se suspendieron en 5 ml de
solucion de NaCl estéril 0.85%. Una alicuota de |5k esta suspension
se pipeted a continuacién, en cada pocillo en la placa de Biolog ®. Las
placas Biolog ® se incubaron a la temperatura apropiada (30 °GEpara
coli y 28 °C paraRhizobiun) durante 24-48 h. Las placas se leyeron
visualmente después de 24-48 h de incubacion. Un color parpura indica un
resultado positivo. El patrén obtenido para cada cepa en las microplacas
Biolog GN2 fue procesado en la base de datos del programa Biolog®
MicroLog System 3.5.
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« Siembra en placas camgar Mac Conkey, que inhibe el desarrollo de
Gram positivas (MacConkey, 1905).

* Prueba de laxidasa, que determina si la bacteria producen citocromo ¢
oxidasa. Esta prueba fue llevada a cabo utilizando protocolos estandar
(Farmeret al., 1981, Faller y Schleifer, 1981)

« Incubacion de placas4? °C temperatura que permite el crecimientdede
coli pero no de los rizobios.

e Prueba delndol que determina la capacidad del organismo de romper el
aminodcido triptéfano por medio de la enzitngtofanasa, siguiendo
protocolos estandar (McClain y Lee, 1988).

5.1.6. Técnicas moleculares
*Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido utilizando el kit de purificacién Wizard®
siguiendo las indicaciones del fabricante para extraer el ADN de Gram negativas.

*Amplificacion por PCR del gen 16Sdel ARNr

La amplificaciéon dell6S se llevo a cabo utilizando reactivos Sigma bajo
condiciones estandar (Weisbwegal., 1991). En las siguientes tablas se muestran
los detalles de los primers, la mezcla de reaccidn y las condiciones de
programacion para la amplificacion del gen.

Primers de amplificacion del 16S(Weisburg et al., 1991)

Primer Secuencia 5'-3’
16S fwd AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rev AAGGAGGTGATCCAGCC

Mezcla de reaccion PCR para la amplificacion del gen 16S

Reactivo pl/ tubo de reaccion ~ Concentracion final
MgCl, (25mM) 4.50 3.0 MV

Tampon (10 X ,sin MgG) 5.00 1.0X

dNTPs (40mM) 1.00 2.4 mM

Taq ADN polimerasa (5U/ pl) 0.25 0.025 U

primer 16 S fwd (10 pmol/ pul) 1.00 0.4 pmol
primer16 S rev (10 pmol/ pl) 1.00 0.2 pmol

ADN 1.00 < 0.01 ng/ ul
H,O destilada estéril 36.25
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Programa de PCR para la amplificacion del fragmento 16S

Paso Ciclos Temperatura (°C) Duracion
Desnaturalizacion incicial 1 95 1 min
Amplificacion 25 95 2 min
72 4 min
53 30 sec
Extension final 1 72 20 min
Espera 4

*Digestion enzimética del fragmento 16S

A continuacién se digiri6é el producto de la amplificacion anterior usando
distintas enzimas de restriccioicoR, BamH y Sau3A (Promega), para
identificar diferencias de secuencias de dicho gen, para ello se procedi6 a la
siguiente mezcla:

Digestion enzimas de restriccion

Reactivo pl/ tubo de reaccion
H,0 destilada estéril 16.3
Tampon de digestion (10 X) 2.0
BSA 10ug/ul 0.2
ADN, 1pug/ul 1.0
EnZma de restriccion, 10w/ 0.5
Volumen final 20.0

Los tubos se incubaron 3 h a la temperatura 6ptima correspondiente a cada
enzima y posteriormente se afiadierad de tampdon de carga 6X y se procedié a
separar los fragmentos formados por electroforesis en gel de agarosa.

*Electroforesis en gel de agarosa

El ADN se visualizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con
tampon TAE (40 mM Tris-acetato y 1mM EDTA), y bromuro de etidio a una
concentracién final de 1 pl/ml (Sambrook y Russell, 2001). De 5-20 pl de muestra
se mezclaron con 1-3 pl de tampdn de carga (Promega) y finalmente se cargaron en
el gel, junto con los marcadores de peso molecular de 1kb (Bioline). Los geles se
corrieron con tampén TAE a 400 mA y 80 V durante periodos variables de tiempo,
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y después se visualizaron usando el transiluminador Alpha INNOTECH vy las
imé&genes se capturaron con el software Ultra Violet Products Ltd Grab-It 2.5.

5.2. Recoleccion de las plantas

Se seleccionaron de forma aleatoria plantaB.deulgarisy V. sativa, en
las que se determinaron los parametros relacionados con el crecimiento. Para ello,
se separo la raiz de la parte aérea, se registrd su peso fresco, y a continuacion, se
procedié al secado del material vegetal en estufa de corriente forzada de aire a
70 °C durante 48 h. Pasado este tiempo, se determiné el peso seco de cada 6rgano.
El resto de plantas se extrajeron del medio de cultivo y las raices se lavaron con
agua para eliminar los restos de vermiculita y perlita. Las plantas de cada
tratamiento se separaron en tres grupos para realizar repeticiones, separandose las
distintas partes para su analisis. El material vegetal se conservo a —80 °C hasta su
posterior utilizacion.

5.3. Determinaciones analiticas
5.3.1. Pigmentos fotosintéticos

El contenido de clorofilas totales, asi como de clorofila a, clorofila b, y
xantofilas mas carotenos, se determiné segun el método de Wolfenden et al.
(1988). El material vegetal (0.1 g) fue extraido con 1 ml de metanol al 50% y 3 ml
de triclorometano. Tras la filtracién se centrifugd a 3750 g durante 10 min. Todas
las clorofilas pasaron a la capa de cloroformo que fue de nuevo filtrada. A
continuacion, el volumen obtenido se diluyé en cloroformo en un factor de 5y se
tomaron alicuotas para la lectura de la absorbancia a 470, 648 y 666 nm. Los
resultados se obtuvieron a partir de las siguientes férmulas y se expresaron en

ug g'PF:

Cla=10.9 Aes 1.2 Agyg

Clb=16.38 Aus— 4.57 Ass

x+c= (1000 A70—2.48 Cla—142.11 Clb )/ 174
Pigmentos totales: Cla+ Clb+ (x+c)

5.3.2. Relacién C/N

En primer lugar se realizé una digestion acida a muestras de 0.1 g de
material seco de raiz y parte aérea, con BN, en Ultraclave-Microondas
Milestone. Posteriormente se procedio a determinar la relacién carbono/nitrogeno
mediante espectrometria de emision 6ptica de plasma de acoplamiento inductivo
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(ICP-OES) en un equipo ICAP 6500 DUO THERMO. Para ello se pesaron 0.1 g de
muestra solida en el tubo de teflon del digestor y se adicionaron 4 ml deR4MNO

ISO 69% y 1 ml de ¥D, 33%. Este tubo se tapd y coloco en el reactor con una
rampa de temperatura final de 20 min a 220 °C. Una vez enfriado el reactor se
enrasaron los tubos a 25 ml con agua milliQ y se medieron en los equipos de ICP-
OES. Esta determinacion se llevo a cabo en el Servicio de lonomica del CEBAS
(CSIC, Murcia).

5.3.3. AzUlcares solubles totales

El disolvente utilizado como medio de extraccién en hoja fue la mezcla
etanol-cloroformo-agua (ECA) en la proporciéon 12:5:1 de acuerdo con éfudly
(1979), con una relacion peso fresco de muestra/volumen de medio de 1/20. Tras la
maceracion se centrifugdé a 3500 g durante 10 min. Al sobrenadante obtenido se le
afiadié 15 ml de agua destilada y 1 ml de cloroformo, se agité y se dejé en reposo
hasta la aparicion de dos fases (24 h), una transparente y una verde. La fase
transparente se utilizo para la determinacion analitica.

La valoracion colorimétrica de los azUcares solubles totales se realizé por
el método propuesto por Irigoyen et al. (1992). A alicuotas de 0.05 ml de extracto
se les afadio 3 ml de reactivo de antrona, consistente en acido sulfarico diluido al
72 % mas antrona en una proporcion de 0.15 g/100 ml. A continuacion los tubos se
agitaron vigorosamente y se llevaron a un bafio en ebullicion durante 10 min, tras
los cuales se enfriaron rapidamente en hielo. De igual modo se procedi6é para
preparar una curva patron de concentraciones conocidas de glucosa (0-2.5 mM). La
absorbancia debida al color verde desarrollado se midi6 a 625 nm y los resultados
se expresaron en mg de glucosePg.

5.3.4. Aminoacidos libres totales

La determinacion de aminoécidos libre se realizo siguiendo el método de
Yemm y Cocking (1955). Se utilizaron los extractos preparados para determinar
azucares solubles totales (5.3.3.). Alicuotas de 0.5 ml de muestra, se le adicionaron
1.5 ml de ninhidrina preparada al 2% (p/v) en una solucion formada por tampon
citrato 0.2 M pH 5.0, y etilenglicol monometileter. Los tubos se agitaron y se
incubaron a 100 °C durante 15 min. A continuacion se detuvo la reaccion enfriando
en hielo, se afadi6 5 ml de isopropanol al 50% y se tomaron los valores de
absorbancia a 570 nm. Como referencia se preparé una curva patron a partir de
asparagina (0-7.5 mM). El contenido en aminoacidos se expresé en mg asparagina
g' PF.
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5.3.5. Aminoacidos ramificados libres

Los aminoécidos libres de las muestras fueron extraidos segun el método
de Irigoyen et al. (1992), y la fase transparente del sobrenadante se evaporé al
vacio a 35 °C con un speed-vac SPD11V Thermo (Thermo FisherScientific, USA).
Las muestras fueron resuspendidas y derivatizadas con el kit Acét)-Tag
(Waters®), de acuerdo con el protocolo del fabricante. A continuacién, se procedio
a la separacion y cuantificacion de aminoacidos por HPLC aplicando el método
AccQ-Tag, en el Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de
Granada. La separacidon cromatografica se llevdé a cabo en una columna
Nova-Pak™ (3,9 mm x 150 mm,4n) equipada con un Nova-Pak ™ Sentgy. C
La columna fue termostatizada a 37 °C, el caudal fue de 1 miyngihvolumen de
inyeccion de qul. La fase mévil A consistio en eluyente AccQ-Tag (100 ml AccQ-
Tag A concentrado + 1 | de agua Milli-Q) y las fases moviles B y C fueron
acetonitrilo y agua Milli-Q, respectivamente. Los aminoacidos derivatizados se
cuantificaron con un detector de fluorescencia programado a una longitud de onda
de excitacién de 250 nm, y una de emisién de 395 nm. Se realiz6 una curva patron
para cada aminoacido a determinar y se utiliz6 como estandar internoy-acido-
aminobutirico. El contenido total de aminoacidos libres fue calculado sumando los
valores de cada aminoécido cuantificado por HPLC. El porcentaje de aminoacidos
de cadena ramificada se obtuvo sumando los valores obtenidos para valina, leucina
e isoleucina y dividiéndolos por el contenido total de aminoacidos libres.

5.3.6. Proteina soluble

La extraccién se realiz6 macerando 0.2 g de material vegetal fresco en 1.5
ml de tampodn fosfato potadsico 50 mM pH 7. El homogeneizado se filtr6 y se
centrifugd a 9100 g durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante fue utilizado para la
cuantificacion de proteina soluble total mediante el método de Letvaly (1951)
con las modificaciones introducidas por Markwadlal. (1978). El contenido de
proteinas solubles en los extractos utilizados para determinar las actividades
enzimaticas, se estimé también mediante este método.

A 100 pl de muestra se adicionaron 400 ul de agua destilada y 1.5 ml de
reactivo A, se agitaron los tubos e incubaron a temperatura ambiente durante 15
min. A continuacién, se adicioné 0.15 ml de reactivo de Folin-Cicolteau (reactivo
de fenol) diluido 1:1 en agua destilada y se incubd a temperatura ambiente 30 min
en oscuridad, midiéndose la absorbancia a 660 nm. Los resultados, expresados
como mg g PF, se obtuvieron a partir de una curva patrén de albumina (0-80
ug mih). El reactivo A presenta 100 partes de reactivo B y una de reactivo C. El
reactivo B contiene: N&O; 2% (p/v), NaOH 0.4% (p/v), tartrato de sodio y
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potasio 0.16% (p/v), dodecil sulfato sddico (SDS) 1% (p/v). El reactivo C contiene
CuSQ-5H,0 4% (p/v).

5.3.7.Perdxido de hidrégeno

La determinacion se realizé siguiendo el método propuesto por Aletieva
al. (2001), en el cual el J@, reacciona con el yoduro en un medio acido, liberando
yodo que dara un color amarillal material vegetal (0.5 g) se homogeneizé con 6
ml de &cido tricloroacético (TCA) al 0.1 % (p/v) y se centrifugd a 12000 g durante
15 min a 4 °C. Para la reaccién se us6 0.5 ml del sobrenadante obtenido y se les
afiadi6é 0.5 ml de tamp6n fosfato 100 mM pH 7 y 1 ml de yoduro de potasio 1 M. A
continuacion los tubos se agitaron e incubaron durante 60 min en oscuridad, y
pasado este tiempo, se midid la absorbancia a 390 nm. La curva patrén se prepard
del mismo modo a partir de concentraciones conocidas@g (B-100 uM) y un
blanco con TCA. El contenido de®, se expresé en umoh&, g‘1 PF.

5.3.8.Peroxidacion de lipidos

La determinacion del dafio oxidativo a lipidos (lipoperoxidacion) se realiz
mediante el método descrito por Ohkaetaal. (1979), midiendo las especies
reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS). Este método esta basado en la reaccion
del acido tiobarbittrico (TBA) con el grupo aldehido del malonaldehido (MDA),
gue es un producto final de la lipoperoxidacion. La reaccién del TBA con el MDA
forma un producto (TBA-MDA) cromdéforo rosado con un maximo de absorcion a
532 nm. El material vegetal (0.5 g) se extrajo con 5 ml de TCA al 20 % (p/v) y 1
ml de butilhidroxitolueno al 4 % (p/v). El homogeneizado se centrifugé a 10000 g
durante 15 min a 4 °C.

Para la reaccion, alicuotas de 0.5 ml de extracto se les afadié6 1.5 ml de
reactivo de TBA al 0.5% (p/v), preparado con TCA al 20 %. A continuacion los
tubos se agitaron vigorosamente y se llevaron a un bafio regulado a 94 °C durante
30 min en oscuridad. Pasado este tiempo, se paro la reaccion enfriando los tubos en
hielo durante 10 min, y después se centrifugaron a 10000 g durante 15 min a 4 °C.
La absorbancia leida se le resto la obtenida a 600 nm (absorbancia inespecifica). La
curva patron se preparé del mismo modo a partir de concentraciones conocidas de
MDA (0-20 uM) y un blanco con TCA. La peroxidacion de lipidos se expreso en
nmol MDA ¢* PF.
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5.3.9. Determinacion de imazamox

Las muestras (0.1 g) fueron maceradas en acetonitrilo, afadiéndose
imazetapir como estandar interno, y centrifugadas a 8000 g durante 15 minutos. El
sobrenadante se reservo y el precipitado fue resuspendido en acetonitrilo usando un
homogeneizador Ultra-Turrax® (pulsos de 20 segundos), de nuevo se centrifugd a
8000 g durante 15 minutos y el sobrenadante resultante fue unido al anterior. A
continuacion las muestras se secaron durante 2 h a 45 °C con un speed-vac
SPD11V Thermo (Thermo FisherScientific, USA). Posteriormente las muestras se
resuspendieron en 1 ml de agua, aplicando ultrasonidos durante 10 min para
favorecer la disolucion y se filtraron con un filtro de nylon de 0.22 um. Para la
cuantificaciébn de imazamox 1) de muestra se inyectaron en un UPLC con un
detector de triple cuadrupolo (MS/MS), modelo XEVO TQS de Waters, en el
Centro de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada. La
separacion se llevé a cabo en una columna Acquity UPLC BERQ X 50 mm,
1.7pm), con un caudal de 0.4 ml/rfliry un tiempo de cromatografia de 3.5 min
por pinchazo. La fase moévil consistié en agua con 0.01% de acido formico y 0.05%
de amonio (A) y acetonitrilo (B), y el gradiente aplicado fye9%% A y 5% B,
tz5 95% Ay 5% B.

5.4. Actividades enzimaticas
5.4.1 Acetohidroxiacido sintasa

La actividad AHAS (EC 2.2.1.6) cataliza la formacion de acetolactato a
partir de piruvato. La extraccion y posterior cuantificacion de la enzima se
determind segun el método propuesto por Singh et al. (1988). 0.2 g de material
vegetal se maceraron en 1.5 ml de un tampoén fosfato potasico 50 mM pH 7, 5 mM
piruvato sodico, 5 mM MgGl 5 mM EDTA, 100 uM FAD, 0.5 mM TPP, 10%
glicerol (v/v) y 16% de PVPP. El homogeneizado se centrifugd a 25000 g durante
20 min a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para determinar la actividad. A 0.2 ml de
extracto enzimatico se afiadieron 0.3 ml de tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7),
10 mM MgCh, 100 mM piruvato sodico, 10 uM FAD y 1 mM TPP y se incub6 a
37°C durante 60 min, transcurrido este tiempo la reaccion se detuvo por la adicién
de 50 pl de BBO, 3 M. La nueva mezcla se incub6 a 60 °C durante 15 min para
que en condiciones acidas, el acetolactato se descarboxilara hasta acetoina, y
cuantificar la cantidad de acetoina formada por el método descrito por Westerfeld
(1945). A cada tubo se le afiadi6 0.5 ml de creatina 0.6% en agua y 0.5 ml de
a-naftol 6% en NaOH 1.25 M, y se incubaron a 37 °C durante 30 min. Finalmente
los tubos fueron centrifugados a 5000 g durante 10 min y la cantidad de acetoina se
determind en el sobrenadante espectrofotométricamente a 525 nm, utilizando como
estandar una curva patrén de acetoina (2-20 [ty b actividad se expresé como
g de acetolactato ritgprot H.
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5.4.2. Superdxido dismutasa

La actividad SOD (EC 1.15.1.1) cataliza la dismutacién de superdxido a
oxigeno y peroxido de hidrogeno. La extraccién y posterior cuantificacién de la
enzima SOD se realizd mediante la técnica de inhibicion de la reduccion
fotoquimica del azul de nitrotetrazolio (NBT) propuesta por Beyer y Fridovich
(1987) con algunas modificaciones y optimizada para nuestras condiciones. La
extraccion se realiz6 macerando 0.4 g de material vegetal en 3 ml de tampon
fosfato potasico 50 mM pH 7.8, que contiene EDTA 0.1 mBtrgercaptoetanol
10 mM. Ademas se afadié PVPP insoluble en una cantidad equivalente al 40% del
peso fresco de la muestra. EIl homogeneizado se filtr6 a través de doble capa de
gasa y a continuacion se centrifugd a 15000 g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se utilizd para determinar la actividad enzimatica, para lo
cual se prepararon tres tandas de tubos (control, blanco, muestra) que contenian:

Control(ul) Blanco (ul) Muestra (pl)

*Tampon fosfato potasico 50

mM pH 7.8 y EDTA 0.1 mM 1800 1750 1750
*Metionina 13 mM 100 100 100
*Riboflavina 2 uM 50 50 50
*NBT 75 pM 50 50 50
*Extracto enzimatico -- 50 50

A continuacién se agitaron los tubos, se pusieron en oscuridad y se
procedié a su lectura a una longitud de onda de 560 nm (t = 0 min). Una vez
terminada la lectura los tubos del blanco continuaron en oscuridad, y los controles
y las muestras fueron iluminadas con tubos fluorescentes durante 10 min con una
intensidad luminica media de 400 pmof &', a una temperatura de 25 °C.
Transcurrido este tiempo, se trasladaron todos los tubos a oscuridad, y se volvieron
a medir en el mismo orden y a la misma longitud de onda (t = 10 min). La
actividad SOD se expresé como U hprot.

5.4.3. Gatalasa

La actividad CAT (EC 1.11.1.6) cataliza la destruccién del perdxido de
hidrégeno formando agua y oxigeno. La extraccion y posterior cuantificacion de la
enzima CAT se determind segun el método propuesto por Aebi (1984) basado en la
disminucién de absorbancia, debida a la desaparicion £l Hue se produce a
240nm y 30 °C. El extracto se obtiene homogeneizando 0.4 g de material vegetal
en 5 ml de tampdn fosfato potésico 100 mM pH 7, que contiene EDTA 100 mM y
triton X-100 al 0.1%. Ademéas se aflade PVPP insoluble en una cantidad
equivalente al 20% del peso fresco de la muestra. El homogeneizado se filtré6 a
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través de doble capa de gasa y a continuacién se centrifugdé a 27000 g durante 20
min a 4 °C. El sobrenadante obtenido, se utilizd6 para determinar la actividad
enzimatica segun la siguiente mezcla de reaccion:

*Tampon fosfato potasico pH 7 50 mM
*Tritdn X-100 0.1%(v/Vv)
*H,0, 10.6 nM

La reaccién se inicio al afiadir 50 pl de extracto hasta completar un
volumen de 1 ml. La actividad CAT se expres6 como uradhtrhg* prot min',

5.4.4. Quaiacol peroxidasa

La actividad GPX (EC 1.11.1.7) elimina el perdxido de hidrégeno
utilizando guaiacol como donador de electrones, que es transformado en
tetraguaiacol. En la determinacion se utilizé el método descrito por Kato y Shimizu
(1987), con algunas modificaciones para optimizarlo a nuestras condiciones. La
extraccion se realiz6 homogeneizando 0.2 g de material vegetal en 5 ml de tampdn
fosfato potasico 50 mM pH 7, que contiene EDTA 100 mi@-mercaptoetanol
10 mM. Ademas se afiadi6 PVPP insoluble en una cantidad equivalente al 25% del
peso fresco de la muestra. EI homogeneizado se filtr6 a través de doble capa de
gasa y a continuacion se centrifugd a 15000 g durante 20 min a 4 °C. El
sobrenadante obtenido, se utilizd para determinar la actividad enzimatica segun la
reaccion siguiente:

*Tampodn fosfato sédico pH 5.8 200 mM
*Guaiacol 7.2mM
*H,0, 11.8 nM

La reaccion se inicia con la adicién de 25 ul del extracto diluido 50 veces
para completar un volumen final de 1 ml. La lectura de las muestras se realiz6 a
una absorbancia de 470 nm a 25 °C. La actividad GPX se expres6 en jOnol H
mg™ prot min’.

5.4.5. Ascorbato peroxidasa

La actividad de esta enzima (APX, EC 1.11.1.1) elimina el peréxido de
hidrégeno, utilizando ascorbato, que se transformard en monodehidroascorbato. La
actividad se determind segun el método de Hossain y Asada (1984), y debido a la
elevada actividad de esta enzima, para la determinacion de la misma, los extractos
fueron diluidos 10 veces. La mezcla de reaccion fue la siguiente:

*Tampon Tris-HCI pH 7.8 50 mM
*L-Ascorbato sodico 0.4 mM
*H 0, 0.3 nm
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La reaccion se inicia con la adicién de 50 pl del extracto diluido para
completar un volumen final de 1 ml. La lectura de las muestras se realizdé a una
absorbancia de 290 nm a 25 °C. La actividad APX se expres6 en pmol ascorbato
mg* prot min’.

5.4.6. Qutatidon-S- transferasa

La actividad GST (EC 2.5.1.18) cataliza conjugacion de glutation
reducido a los centros electrofilicos de una amplia variedad de sustratos. La
extraccién y posterior cuantificacion de la enzima se determiné segun el método
propuesto por Habig y Jakoby (1981). 0.2 g de material vegetal se maceraron en
1.6 ml de un tampoén fosfato potasico 50 mM pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 10mM
mercaptoetanol y 20% de PVPP. El homogeneizado se centrifug6 a 15000 g
durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se utilizd para determinar la actividad,
segun la reaccion siguiente:

*Tampon fosfato potasico pH 6.5 100 mM
*GSH 1 mM
*DCNB 1 mM

La reaccion se inicia con la adicion de 50 ul del extracto para completar un
volumen de 1 ml. La lectura de las muestras se realizd6 a una absorbancia de 340
nm a 25 °C. La actividad GST se expres6 en pmol GSH-CDNBpraj miri*.

6. Presentacion y estudio estadistico de los resultados

En todos los experimentos con plantas se utilizé un disefio completamente
al azar, distribuyendo las macetas de cada tratamiento siempre de forma totalmente
aleatoria por la superficie de la mesa de cultivo. Los experimentos fueron repetidos
al menos una vez, considerandose los valores mas representativos. Los datos
originales asi obtenidos se sometieron a un andlisis estadistico, asistido por
ordenador con la ayuda del programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, USA, 2007),
consistente en:

- Analisis de la varianza uni o multifactorial.
- Test de minimas diferencias significativas (MDS) entre medias.
- Coeficientes de correlacion simple entre variables.

Los resultados se presentaron en graficas o diagramas de barras con el error
estandar (ES) de la muestra y una letra que indica si los valores difieren
significativamente, comparadas usando la MDS)(B5).
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1. Seleccion de cepas de Rhizobiutolerantes a herbicidas

En este experimento se estudian los cambios inducidos por el herbicida
imazamox en la supervivencia de cepasRHe&obium, crecidas en sistema de
microcosmos, y en la actividad acetohidroxiacido sintasa (AHAS) de la bacteria.
Paralelamente se transformaron algunas cepa&htmbium para conseguir
sobreexpresion de la actividad glutation-S-transferasa.

Las bacterias fueron inoculadas en sistemas abiertos de microcosmos con
suelo natural al que se le aplicaron distintas dosis de herbicida (0, 5, 50 y 500 uM
de imazamox) y muestras de suelo se recolectaron después de 1, 2, 3, 7 y 14 dias de
incubacion en esas condiciones. Las bacterias se extrajeron de las muestras de
suelo y se sembraron en placa para realizar el recuento de unidades formadoras de
colonias. Por otro lado se determiné la actividad AHAS de suspensiones de las
cepas incubadas en medio liguido con imazamox (50 y 500 uM) durante 2 y 4
horas y finalmente se realiz6 un ensayo de inhibicion in vitro de la actividad AHAS
en extractos bacterianos incubados con distintas dosis de imazamox (0, 50 y 500
KUM) durante 1, 6, 12 y 24 horas.

En otros ensayos se procedio a transferir a cepiizthium el genbphK
de Burkholderia xenovorans LB400 portado por una cepa H#scherichia coli (E.
coli BphK'®®%) mediante el método de conjugacion en filtro.

1.1. Experimentos con cepas nodulantes de judi&. tropici CIAT899 y R. etli
CFN42

1.1.1. Viabilidad en microcosmos

En la figura 1.1 se muestra la viabilidad de las cepdhidebium en el
sistema de microcosmos de vidrio durante un periodo de 14 dias, expresado como
namero de unidades formadoras de colonias por gramo de de suelo. Se aprecia que
la poblacién deR. tropici descendio durante los primeros dias tras su inoculacion
en el suelo del microcosmos, al tercer dia se produjo un incremento del 20% y en
los muestreos posteriores se produjo una caida progresiva de la poblacién
bacteriana. ER. etli, por el contrario, la poblacién aumento tras ser inoculada en
el microcosmos, alcanzando un maximo a los dos dias, para descender a partir de
ahi hasta los niveles iniciales.
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Figura 1.1. Viabilidad deR. tropici CIAT899 y R. etli CFN42 incubados en
sistema de microcosmos. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDG}.

Los diagramas de barras de la figura 1.2 representan el porcentaje de
supervivencia de las cepas incubadas con distintas dosis de imazamox en sistema
de microcosmos, referido a la poblacion control en cada punto.

[0 5 uM imazamox [ 50 yM imazamox M 500 yM imazamox
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Figura 1.2. Porcentaje de supervivencia, con respecto al valor del control en cada
punto, deR.tropici CIAT899 y deR. etli CFN42 incubados en sistema de
microcosmos Y tratados con imazamox. Los resultados son las medias = ES (n=6),
y las diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDFP La
presencia de un asterisco indica diferencia significatiz8.(%) con la poblacion

del control
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En R. tropici CIAT899 la poblacion practicamente no se vio afectada con
la dosis menor, mientras que con las dosis mayores el nimero de unidades
formadoras de colonias aumentd durante el primer dia y partir de ahi se redujo
gradualmente de forma proporcional a la dosis aplicada del herbicida, alcanzando
el 25% de inhibicion con 500M a los 14 dias. ER. etli CFN42 la poblacion se
inhibi6 en general con todas las dosis de herbicida, augue con 5M &0 u
poblacién se recupero en los primeros dias para luego inhibirse, mientras que con
la dosis de 500M se mantuvo inhibida mas del 30% a partir del dia 2 de
experimentacién, por lo tanto, la cepaRletli se afectdé mas por la presencia del
herbicida. El andlisis de la varianza (datos no mostrados) indicé que la mayor
fuente de variacion de este parametro fue el tiempo (40%) para la cepa de R. tropici
y la interaccion tiempo-herbicida (50%) para la cepa de R. etli.

1.1.2. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En la figura 1.3 se muestra la actividad AHAS en suspensiones bacterianas
incubadasn vivo con imazamox. Se aprecia que la actividad AHARdgopici
CIAT899 incubado con 50M de imazamox se inhibi6 tras 2 horas de incubacién
y a las 4 horas recuperd los niveles del control, mientras que con la dosis de
500 M la actividad inicialmente se incrementé el 15%, pero se redujo el 13% a las
4 horas de incubacion. La actividad AHAS de la poblacioiRdeli CFN42 se
inhibi6é a las 2 horas de incubacién con ambas dosis (25 y 35% respectivamente),
tras 4 horas ambas actividades se recuperaron, superando ligeramente con la dosis

50 M a la actividad control, pero manteniéndose inhibida casi el 20% con la dosis
mayor.

O 50 yM imazamox M 500 M imazamox
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Figura 1.3. Porcentaje de actividad AHAS respecto al control en cada puRto en
tropici CIAT899 y deR etli CFN42 incubado con imazamox. Los resultados son
las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la

MDS (P<0.05). La presencia de un asterisco indica diferencia significativa
(P<0.05) con la actividad control. 65
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El anadlisis de la varianza (datos no mostrados) indic6 que la variabilidad de
este pardmetro se debi6 fundamentalmente a la interaccion herbicida-tiempo (60%)
para la cepa de R. tropigial tiempo (50%) para la cepa de R..etli

La figura 1.4 representa la actividad AHAS en extractos bacterianos de las
cepas dé&hizobium incubadosn vitro con imazamox. En ambos casos la actividad
del extracto fue atenuandose a lo largo del tiempo de forma gradual, reduciéndose a
las 24 horas el 27% en la cepaRlgropici y el 38% en la d&. etli. En la primera
cepa el herbicida inhibié la actividad AHAS cerca del 10% con respecto al control
en todos los muestreos con 94,1y alrededor del 15% con 500w En la cepa de
R. etli la actividad, respecto al control, increment6 con ambas dosis a las 6 horas de
incubacion, pero esas diferencias desaparecieron a las 12 horas. Con el tiempo de
incubacién mayor (24 h) la actividad disminuyé el 13% con la dosis d&50qk
25% con la de 500M. El analisis de varianza de estos resultados (datos no

mostrados), reflejé que la principal fuente de variacion en esta actividad AHAS
(80%) de debio al tiempo de incubacion en ambas cepas.
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Figura 1.4. Actividad acetohidroxiacido sintasa en extractos Rletropici
CIAT899 y deR etli CFN42 incubados con imazamox. Los resultados son las

medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).

1.2. Experimentos con cepas nodulantes de ve&:leguminosarum bv viciae
VF39 y R. leguminosarum bv viciae UPM791

1.2.1. Viabilidad en microcosmos

En la figura 1.5 se muestra la viabilidad de las cep&® ldguminosarum
en el sistema de microcosmos de vidrio durante un periodo de 14 dias, expresado
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como numero de unidades formadoras de colonias por gramo de de suelo. La cepa
UPM791 incrementd considerablemente su nimero de células viables en los dos
primeros dias de incubacion, pero después la poblacion descendié en el dia 3, se
recuperd ligeramente tras 7 dias y finalmente decrecié en la Ultima semana de
incubacién. En la cepa VF39 el crecimiento se mantuvo continuo en el sistema de
microcosmos durante todo el tiempo de experimentacion, aunque al igual que la
cepa anterior el ritmo de crecimiento varié, siendo exponencial solo al inicio del
experimento.
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Figura 1.5. Viabilidad deRI. viciae UPM791 yRI. viciae VF39 incubados en
sistema de microcosmos. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la N<0.05)

La figura 1.6 muestra el porcentaje de supervivencia de las cepas de
Rhizobium incubadas con distintas dosis de imazamox en sistema de microcosmos.
Como en el apartado anterior (Fig. 1.1.2), el porcentaje esta referido a la poblacion
control en cada punto, indicandose de esta manera las variaciones producidas en la
poblacion como resultado del tratamiento del herbicida. EI nUmero de bacterias
viables en la cepa UPM791 aumento con las dosis de 50 y d&v660 el primer
dia de incubacion, el dia 3 se registr6 un aumento con la dosis mayor, y a los 14
dias en los microcosmos tratados con 50 y 30&@ determiné una inhibicién de
la poblacién del 30%. Con respecto a la cepa VF39 en general el herbicida
estimulé el crecimiento de las bacterias en los primeros dias, pero la poblacion
empez6 a decrecer a partir del dia 3, para finalmente quedar por debajo de los
valores del control a los 14 dias, el 20% menos con 5 Wb@ el 25% menos con
500 M. En el andlisis de la varianza (datos no mostrados) se encontré que este
parametro varié principalmente por el factor tiempo, representando el 40% de la
variabilidad en la cepa UPM791 y el 70% en VF39.
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Figura 1.6. Porcentaje de supervivencia, con respecto al valor del control en
cada punto, d&ll. viciae UPM791 yRI. viciae VF39 incubados en sistema de
microcosmos y tratados con imazamox. Los resultados son las medias + ES
(n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MQE5)P

La presencia de un asterisco indica diferencia significativ®.(B) con la
poblacién control.

1.2.2. Actividad acetohidroxiacido sintasa

La actividad AHAS en suspensiones bacterianas de las cepas UPM791 y
VF39 incubadasn vivo con el herbicida, se recoge en la figura 1.7. En el caso de
UPM791 al cabo de dos horas de incubacion con el herbicida la actividad se
inhibié el 35% con la dosis de 50 uM, pero no varid significativamente con
respecto al control con la dosis mayor. A las 4 horas de incubacion la actividad
decay6 con ambas dosis cerca del 50%. En la cepa VF39 la actividad AHAS se
redujo tras 2 horas de incubacion el 25% con ambas dosis, sin embargo con el
tiempo ambas actividades aumentaron, a las 4 horas la actividad se incremento el
30% con la dosis de 50y no cambié significativamente con respecto al control
con la de 500 M. El andlisis de la varianza (datos no mostrados) indic6 que en
ambas cepas la mayor fuente de variabilidad (60%) se debi6 al tiempo de
incubacion.

El andlisis de la actividad AHAS en extractos enzimaticos bacterianos
incubadosn vitro durante 24 horas con el herbicida (Fig. 1.8) mostré resultados
casi idénticos en las dos cepas. En ambos casos la actividad descendi6é
paulatinamente alcanzando el 50% de reduccion en UPM791 y el 40% en VF39 a
las 24 horas y la actividad de los extractos tratados con herbicida se mantuvo entre
el 15y el 20% mas baja que los controles. Se encontrd en el analisis de la varianza
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(datos no mostrados) que la actividad AHAS varié principalmente por el factor

tiempo en las dos cepas, representando méas del 80% de la variabilidad en ambos
casos.
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Figura 1.7. Porcentaje de actividad AHAS con respecto al control en cada punto,
en suspensiones de poblaciones Rleé viciae UPM791 y RI. viciae VF39
incubadas con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MDDFpLa presencia de
un asterisco indica diferencia significativacQFR05) con la actividad control.
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Figura 1.8. Actividad acetohidroxiacido sintasa en extractosRle viciae
UPM791 yRI. viciae VF39 incubados con imazamox. Los resultados son las

medias * ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).
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1.3. Transformacién de cepas deRhizobium para aumentar la actividad
glutation-S-transferasa

Se procedié a transformar distintas cepas Rihézobium (R. tropici
CIAT899, R. etli CFN42,R. | viciae UF 39 yR. | viciae UPM 791,R. gallicum
R602, R. giardinii H152, Rp 84 y Rp 64) a fin de obtener bacterias que
sobreexpresaran el gebphK. Este gen,localizado en el operorbph de
Burkholderia xenovorans LB400, codifica una proteina, BphKLB400, con una
secuencia significativamente similar a la de la enzima glutation-S-transferasa. Esta
es una superfamilia de enzimas involucradas en la detoxificacibn de muchas
sustancias endobidticas y xenobidticas. Las bacterias transformadas potencialmente
presentarian alta tolerancia a pesticidas, especialmente herbicidas clorados.

Se utilizd el método de conjugacion en filtro para tratar de transferir a las
cepas la construccién "S 17Xpir pUTmTn5gusACm-bphKAlal80ProNptll-
pgfp” portada por una cepa competente de Escherichia @&licli Bphk'®*%). Esta
construccion aportaria a las cepasRitezobium que la incorporasen a su genoma,
ademas del gehphK, el gen que expresa la proteina verde fluorescente GFP, y
genes que confieren resistencia a los antibidticos kanamicina y cloramfenicol.

En el aislamiento de las cepas transformadas con éxito se utilizaron placas
con medio selectivo par&hizobium (mmR) adicionadas con kanamicina y
cloramfenicol. De las ocho cepas iniciales, cinco posibles mutantes (CIAT899’,
CFN42', R602’, H152' y Rp84’) fueron capaces de crecer en este medio. Mediante
microscopio epifluorescente se comprobd que estas bacterias ademas expresaban la
proteina GFP (Fig. 1.3.1).

Por otra parte, ademas de comprobar el crecimiento de las bacterias en
medio selectivo (mmR) y la expresion de la proteina GFP (Fig. 1.9), se realizaron
distintas pruebas complementarias que permitieron una mejor caracterizacion de
las cepas iniciales y transformadas:

a) Crecimiento eMicroplaca Biolog GN2 que permite obtener un patrén
caracteristico en base a la utilizacién o no por la bacteria de 95 fuentes de carbono
diferentes, proporcionando una huella metabdlica.

b) Crecimiento eragar Mac Conkey, que inhibe el desarrollo de Gram
positivas.

¢) Prueba de laxidasa, que determina si la bacteria producen citocromo ¢
oxidasa.

d) Crecimiento a&42 °C temperatura que permite el crecimientoedeoli
pero no de los rizobios.
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e) Prueba déhdol que determina la capacidad del organismo de romper el
aminodcido triptéfano por medio de la enzima triptofanasa.

CIAT899’

Figura 1.9. CepasR tropici CIAT899’, R. etli CFN42’, R. gallicum R602’, R.
giardinii H152' y Rp 84’ expresando la proteina GFP vistas al microscopio
epifluorescente.

El patrén obtenido para cada cepa en las microplacas Biolog GN2 fue
procesado en la base de datos del programa Biolog® MicroLog System 3.5. En
general los perfiles obtenidos no fueron muy precisos, por lo que el sistema no
encontré la identificacion exacta de las cepas, tan solo se identificé el género en
algunos casos (Tabla 1.1).

Los resultados obtenidos en el resto de pruebas realizadas tanto para las
cepas silvestres como para las potencialmente transformadas y para la Eepa de
coli utilizada, se resumen en las tablas 1.2 y 1.3.
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Tabla 1.1. Resultados de la incubacion de microplacas Biolog GN2 indicadas por
el programa Biolog® MicroLog System 3.5 para las cépadsopici CIAT899,R.

etli CFN42, Rp84, R giardinii H152 y R gallicum R602 silvestres y
potencialmente transformadas.

Cepa Silvestre Potencial mutante
. R. radiobacter R. radiobacter
R. tropici CIAT899 (SIM 0.5) (SIM 0.122)

R. like-cydtic fibrosis

R. etli CFN42 (SIM 0.146) Incierto
S meliloti R. rhizogenes
Rp84 (SIM 0.166) (SIM 0.269)
H152 R. radiobacter R. radiobacter
(SIM0.7) (SIM 0.266)
R602 Incierto Incierto

Se indica la especie reconocida por la base de datos y el grado de similitud (SIM), hallado,
indicando el valor 1 identidad exacta

Tabla 1.2. Resultado de las pruebas de crecimiento en mmR, agar McConkey,
medio con cloramfenicol y kanamicina (Cm+Kn), expresion de la proteina GFP,
prueba de la oxidasa, crecimiento a 42 °C y prueba del indol en lafRcampeci
CIAT899 y R etli CFN42 silvestres y potencialmente transformadas, y
E. coli BphK"84%,

CIAT899  CIAT899’ CFN42 CFN42’ Bphk24%°
McConkey ++ ++ - - +
mmR ++ ++ ++ ++ -
Cm+Kn - ++ - ++ +
GFP N P N P +
Prueba oxidasa P P P N -
42 °C - - - - +
Prueba indol N X N N P
(++crecimiento bueno, - poco crecimiento, -- no crecimiento, P resultado positivo,

N resultado negativo, X resultados imprecisos)
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Tabla 1.3. Resultado de las pruebas de crecimiento en mmR, agar McConkey,
medio con cloramfenicol y kanamicina (Cm+Kn), expresion de la proteina GFP,
prueba de la oxidasa, crecimiento a 42 °C y prueba del indol en laRp8gaR.
giardinii H152 y R. gallicum R602 silvestres y potencialmente transformadas.

Rp84 Rp84’ H152 H152’ R602 R602’
McConkey -- ++ -- - - ++
mmR ++ ++ ++ ++ ++ ++
Cm+Kn - ++ - ++ - ++
GFP N P N P N P
Prueba oxidasa P N N N N N
42 °C - - -- - - -
Prueba indol X P X X N N
(++crecimiento bueno, - poco crecimiento, -- no crecimiento, P resultado positivo,

N resultado negativo, X resultados imprecisos)
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Figura 1.10. Expresion del gen 16S del ADNr amplificado por PCR y visualizado
por electroforesis en gel de agarosa de las c&pamli BphK-**® R. tropici
CIAT899, R. etli CFN42,R. giardinii H152,R. gallicum R602, y Rp 84 silvestres y
potencialmente transformadas.
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El andlisis de estos resultados arrojé algunas contradicciones que no
permitieron extraer conclusiones claras, con lo que se procedié a amplificar el gen
16S del ADNr (Fig. 1.10), para a continuacién digerir el producto usando distintas
enzimas de restriccioricoRl, BamHI y Sau3Al, lo que permitié identificar
diferencias de secuencias de dicho gen, separando los fragmentos formados por
electroforesis en gel de agarosa (Figs. 1.11y 1.12).
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Figura 1.11 Fragmentos del gel6S resultado de la digestion de las enzimas de
restriccionEcoRIl y BamHI visualizados por electroforesis en gel de agarosa de las
cepasE. coli BphK®*® R. tropici CIAT899, R. etli CFN42,R. giardinii H152, R.
gallicumR602, y Rp 84 silvestres y potencialmente transformadas.
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Figura 1.12 Fragmentos del get6S resultado de la digestion de la enzima de
restriccionSau3Al visualizados por electroforesis en gel de agarosa de lasEepas
coli Bphk'®*° R tropici CIAT899, R. etli CFN42,R. giardinii H152, R. gallicum
R602, y Rp 84 silvestres y potencialmente transformadas.

Observando los resultados se puede afirmar que el perfil de digestion del
gen16S obtenido por el empleo de las tres enzimas de restriccion fue idéntico en la
cepa silvestre dB. tropici y la potencial mutante, por tanto se deduce que solo se
consiguio una cepa transformada que denominamos aquiRdnopici CIAT899
BphK"®*® o simplemente CIAT".

1.4. Tolerancia de las cepas estudiadas a distintos herbicidas

Del estudio de los resultados de las tablas 1.4, 1.5y 1.6 se deduce que: a) la
cepa mas tolerante a herbicidas de las estudiadaigrepici CIAT899 y la menos
RI. viciae UPM791, b) todas las cepas mostraron mayor tolerancia a la presencia
en el medio de &cido 2 -metil-4-clorofenoxiacético (MCPA) que a imazamox o
paraquat, c) las cepaR. etli CFN42 y la RIl. viciae UPM791 toleran
concentraciones mas altas de paraquat que de imazamox, al contrario que la
RI.viciae VF39, mientras que la cepd tropici CIAT899 tolera la misma
concentracion de uno que de otro, d) de las dos cepas que nBduldgaris,
R. tropici CIAT899 es las mas tolerante a herbicidas, y de las que nodulan V. sativa
lo esRl. viciae VF39 e) no se observaron diferencias entre la tolerancia mostrada a
los distintos herbicidas por la cepa Retropici silvestre y la mutante CIAT899
BthLB4OOI
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Tabla 1.4. Tolerancia anazamoxde las cepaR. tropici CIAT899, R. etli CFN

42, R. leguminosarum bv viciae VF 39, R. leguminosarum bv viciae UPM791 yR.
tropici CIAT899 BphK-24°° (CIAT’) en base a la presencia o ausencia de colonias
visibles durante 3 dias de incubacion a 28 °C.

Concentraciéon de imazamox (mM)

Cepa
0 0.05 0.1 0.25 0.5 1 5 10
CIAT899 +++ +++ +++ +++ +++ ++ -- -
CFEN42 +++ +++ +++ +++ - -- - --
VF39 +++ +++ +++ +++ +++ -- - -
UPM791  +++ +++ +++ -- -- -- -- --
CIAT +++ +++ +++ +++ +++ +++ -- -

(+++ crecimiento abundante, ++crecimiento bueno- poco crecimiento, -- no crecimiento)

Tabla 1.5. Tolerancia garaquat de las cepa® tropici CIAT899, R. etli
CFN42,R. leguminosarum bv viciae VF39, R. leguminosarum bv viciae UPM791
y R. tropici CIAT899 BphK®*® (CIAT’) en base a la presencia o ausencia de

colonias visibles durante 3 dias de incubaciéon a 28 °C.

Cepa

Concentracion de paraquat (mM)

0 0.05 0.1 0.25 0.5 1 5 10
CIAT899 +++ +++ +++ +++ +++ ++ - -
CFN42 +++ +++ +++ - - - - --
VF39 +++ +++ +++ ++ - - - -
UPM791 +++ +4++ +++ ++ - - - -
CIAT +++ +++ +++ +++ +++ ++ - -

(+++ crecimiento abundante, ++crecimiento bueno- poco crecimiento, -- no crecimiento)

Tabla 1.6. Tolerancia acido 2 -metil-4-clorofenoxiacético (MCPA) de las
cepask. tropici CIAT899,R. etli CFN 42,R. leguminosarum bv viciae VF 39,R.
leguminosarum bv viciae 791 yR. tropici CIAT899 BphK®® (CIAT’) en base a

la presencia o ausencia de colonias visibles durante 3 dias de incubacién a 28 °C.

Concentraciéon de MCPA (mM)

Cepa
0.05 0.1 0.25 0.5 1 5 10
CIAT899 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
CFN42 +++ +++ +++ +++ +++ ++ -- -
VF39 +++ +++ +++ +++ +++ ++ -- -
UPM791  +++ +++ +++ ++ ++ -- - --
CIAT +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++

(+++ crecimiento abundante, ++crecimiento bueno- poco crecimiento, -- no crecimiento)
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2. Estudio de la respuesta a imazamox para la seleccibn de variedades
tolerantes de P. vulgarisy V. sativa

En este experimento se estudia el efecto de la aplicacion del herbicida
imazamox (1Z) en el crecimiento, contenido de pigmentos fotosintéticos, actividad
enzimatica acetohidroxiacido sintasa, contenido de aminoacidos libres y proteina
soluble total, azlcares solubles totales, contenido de perdxido de hidrégeno,
peroxidacion lipidica y metabolismo antioxidante en diferentes variedades de las
dos especies seleccionadBsvulgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) W
sativa (Corina y Latigo)

Plantas de judiaP( vulgaris) y veza ¥. sativa) crecieron en cultivo
hidroponico en camara de ambiente controlado. El tratamiento de imazamox se
adicion0 a la solucion nutritiva en la etapa de crecimiento vegetativo, dia 21 de
cultivo en judia (0, 25, 50 y 100 uM de 1Z) y dia 28 en veza (0, 100 y 250 uM de
1Z). Ambas leguminosas fueron cosechadas después de 7 dias de tratamiento con
herbicida, coincidiendo con el inicio de floracion. En ambas leguminosas, el
material vegetal recolectado para las posteriores determinaciones analiticas fue la
dltima hoja totalmente expandida.

2.1. Experimentos con Phaseolus vulgaris
2.1.1. Analisis del crecimiento

Los datos correspondientes a los parametros de crecimiento de las tres
variedades de judia, expresados como peso seco de planta, parte aérea y raiz y
relacion raiz/parte aérea, se muestran en la tabla 2.1. El imazamox provoco una
reduccion depeso seco de planta proporcional a la dosis en las tres variedades de
judia. Con la dosis méas elevada (100 uM) la disminucion fue del 60% en Bush
Plaja, del 55% en Borloto y del 40% en Coco Blanc, siendo esta ultima variedad la
menos afectada. Lopesos seco de parte aérea y raipresentaron un
comportamiento similar al descrito para el peso seco de planta, de hecho, con
100 uM de imazamox la parte aérea se redujo su crecimiento en torno al 50% en
las tres variedades y la raiz disminuy6 con esta dosis el 60% y 70% en Borloto y
Bush Plaja, respectivamente, y tan sélo el 30% en Coco Blanceldedn
raiz/parte aérea, considerada como un indice de equilibrio entre el crecimiento de
la raiz y la parte aérea, en Bush Plaja disminuyd con el herbicida, observandose el
valor mas bajo con la dosis de 50 uM. En las otras dos variedades estudiadas no se
encontraron diferencias significativas en este pardmetro. En la tabla 2.1 se observa
que existe un nivel de significacion defQp001 en el peso seco de planta y de
parte aérea.
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Tabla 2.1. Parametros de crecimiento: peso seco de planta (PSP), peso seco de la parte
aérea (PSPA) y peso seco de raiz (PSR), expresados en g, y relacién raiz/parte aérea de tres
variedades d®. vulgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas durante 7 dias con

imazamox (12).

Variedad 1Z (UM) PSP PSPA PSR RPA
0 3.07#0.20  2.33+0.1f 0.74+0.12  0.31+0.04
© 25 2.06:0.21  1.75:0.17 0.32:0.08  0.18+0.02
& 50 1.62+0.18°  1.40+0.14° 0.22+0.04  0.15+0.02
§ 100 1.29+40.11  1.09+0.08 0.20+0.02  0.19+0.0%
«Q P-valor *kk kK *kk *%
MDS(P<0.05) 0.52 0.39 0.20 0.08
0 3.70+0.16  3.05+0.18 0.65x0.08°  0.22+0.03
o 25 3.23+0.28  2.41+0.19 0.83+0.12  0.35+0.05
2 50 2.65+0.24  2.12+0.2%° 0.53+0.07  0.26+0.03
§ 100 2.13+0.13  1.66+0.14 0.47+0.06  0.30+0.06
© P-valor ok xok * NS
MDS(P<0.05) 0.57 0.49 0.24 0.13
0 3.16+0.16  2.39+0.07 0.77+0.08  0.32+0.02
25 1.89+0.28  1.45+0.17  0.43+0.08°  0.30+0.06
8 50 1.85:0.28  1.33x0.1  0.52:0.08  0.49:0.14
8 100 1.45+0.12  1.16+0.1%  0.29+0.08  0.24+0.02
P-valor sk NS
MDS(P<0.05) 0.52 0.42 0.17 0.23

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS

(P<0.05). Para cada variedad las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren

significativamente. Los niveles de significacion se representan p@.0p, **p<0.01, ***p<0.001 y
NS (No significativo) p>0.05.
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2.1.2. Pigmentos fotosintéticos

El contenido declorofilas, xantofilas y carotenos asi como el de
pigmentos totalesen hoja de las tres variedades de judia, se presentan en la tabla
2.2.

Tabla 2.2.Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (X+C) y
pigmentos totales (PT), expresado en [IgP§, de tres variedades &e wulgaris (Bush
Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Variedad 1Z (UM) Cla Clb X+C PT
0 1442486  48.9+3.6  39.5+1.9 2326+98
< 25 152.4+3.3  48.2+15  39.6+1.F 2402+56
& 50 110.6+3.2  32.2+1.0 27.9+1.6 1708+46
@ 100 75.2+2.8 21.1+0.8 20.8+0.9 1171+44
@ P-valor *kk kK *kk *kk
MDS(P<0.05) 14.9 6.4 4.0 200
0 89.742.0  22.7+0.7 24.8+0.F 1373+29
o 25 60.4+2.3 15.1+0.4 18.8+0.9 94342
g 50 82.0¢4.8  22.4+1.% 21518  1260+73
8 100 105.045.2  30.9+1.6  24.2:1.7 1601482
) P-valor *kk *kk * *kk
MDS(P<0.05) 11.4 3.3 3.7 180
0 62.4+2.3 15.7+1.F 15.0+0.3 930+3%’
25 92.3+0.8 26.9+0.3 19.60.4 1387+16
g 50 92.5+0.6 27.4+0.2 19.60.2 1395+7
j= 100 63.6+0.8 15.1+0.2 15.60.2 943+6’
P-valor - .
MDS(P<0.05) 35 1.8 0.9 57

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Para cada variedad las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren
significativamente. Los niveles de significacion se representan p@.0p, **p<0.01, ***p<0.001 y

NS (No significativo) p>0.05.
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En la variedad Bush Plaja el contenido de pigmentos totales, clorofila y
carotenos y xantofilas no experimenté cambios significativos con la dosis méas baja
de imazamox (25 uM), sin embargo, con 50 y 100 uM se observa una reduccion
alrededor del 75% y 50% respectivamente en estos parametros. En Coco Blanc
todos los pigmentos disminuyeron con la dosis de 25 pM (alrededor del 70%), sin
embargo, hay que resaltar que con la dosis mayor aumentaron en torno al 15%,
excepto las xantofilas y carotenos que no cambiaron significativamente. En Borloto
todos los parametros fotosintéticos estudiados aumentaron con las dosis
intermedias de imazamox (25 y 50 uM), en cambio no hubo diferencias
significativas entre la dosis mayor y los controles.

2.1.3. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En el diagrama de barras de la figura 2.1 se represerdatilédad
acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja de las tres variedades de judia tratadas
con imazamox. El imazamox estimuldé esta actividad enzimética en las tres
variedades de judia estudiadas, de modo que se observa que en Bush Plaja y
Borloto se duplica o triplica segun la dosis de herbicida aplicada, y en Coco Blanc
se multiplicé por 5 con 25 uM, por 2 con 50 UMy se triplicé con 100 uM.

10 uM imazamox 1 25 pM imazamox @ 50 pM imazamox [ 100 M imazamox
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Bush Plaja Coco Blanc  Borloto
Figura 2.1. Actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja de tres
variedades de plantas Bevulgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas con

imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias
son comparadas usando la MDS@®5).
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2.1.4. Contenido de aminoacidos totales y proteina soluble total

Se determind el contenido de aminoacidos libres totales y de proteina
soluble total en hoja de las tres variedades de judia (Fig. 2.2). El contenido de
aminoacidos libres totales (Aa) incrementdé con el imazamox en las tres
variedades de judia estudiadas. El valor mas elevado de aminodcidos libres se
detectd en Bush Plaja, donde se duplicé con 100 uM. En Coco Blanc y Borloto el
incremento producido por el herbicida no fue tan drastico. Por el contrario, la
proteina solubletotal (PST) disminuy6 con el imazamox en las tres variedades, de
hecho en la figura 2.2 podemos observar qal:en Bush Plaja decrecio
proporcionalmente con la dosis de herbicida, alcanzando una reduccién del 25%
con 100 uM}p) en Coco Blanc se registro el valor de PST mas bajo con la dosis de
50 uM (40%);c) en Borloto también se observo la maxima reduccion con 50 uM
(50%). El estudio de las correlaciones de estos parametros muestra que existe una
correlacion negativa y significativa entre los parametros de crecimiento (PSP,
PSPA y PSR) y el contenido de amino&cidos libres en Bush Plaja (Tabla 2.5).
También se observa una correlacién negativa y significats@.QP) entre la PST
y el contenido de aminoéacidos libres en Coco Blanc (Tabla 2.6). Por otro lado, la
actividad AHAS y la PST en Borloto se correlacionan negativamenrie QB
(Tabla 2.7).

10 uM imazamox 1 25 pM imazamox[E 50 yM imazamox [ 100 (M imazamox
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Figura 2.2. Aminoacidos libres totales (Aa) y proteina soluble total (PST) en tjaja
de tres variedades d& vulgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas aqon
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias
son comparadas usando la MDS@R5).

2.1.5. Contenido de azUcares solubles totales

El contenido deazlcares solubles totalegAST) en hoja de las tres
variedades de judia se expone en la figura @8 aprecia que el contenido de
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AST incrementd con el imazamox en las variedades Bush Plaja y Borloto,
aunque no lo hizo de forma proporcional a la dosis aplicada. Por el
contrario, en Coco Blanc se detectd una reduccion, siendo del 40% con la
dosis de 50 uM y del 25% con 100 uM. En la tabla 2.6 se visualiza una
correlacion positivgP<0.05) entre los AST y la PST en Coco Blanc. En la
tabla 2.7, correspondiente a las correlaciones en la variedad Borloto, se
detecta que los AST se correlacionan significativam@a@05) y de forma
negativa con la PST, y de forma positiva con el contenido de aminoacidos
libres y actividad AHAS

10 uM imazamox ] 25 pM imazamox[Z 50 yM imazamox [ 100 (M imazamox
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Figura 2.3. Contenido foliar de azlcares solubles totales (Ast) de tres variedades
de P. wlgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas con imazamox. Los
resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son
comparadas usando la MDS (P85).

2.1.6. Contenido de peréxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica

El contenido de HO, disminuye alrededor del 40% con las distintas dosis
deimazamox en hoja de Bush Plaja, en cambio en hoja de Coco Blanc incremento
con 25 uM (cerca del 30%).y se duplico respecto al control con 100 uM. En hoja
de la variedad Borloto se observo la misma respuesta que en Coco Blanc, de hecho
aumento con 25 uM (20%) y con 100 uM (10%).

La peroxidaciéon de lipidosen hoja determinada como concentracion de
malonaldehido (MDA), incrementa con el herbicida en Bush Plaja (alrededor del
20%) y en Borloto, aunque en esta Ultima variedad so6lo se aprecia dafio oxidativo
con las dosis mayores (50 y 100 uM). Por el contrario, en Coco Blanc el imazamox
no produjo dafio oxidativo en las membranas, ya que se observaron valores
similares en la peroxidacion de lipidos a los de plantas control.
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Figura 2.4. Contenido foliar de perdoxido de hidrégeno@b y de especies
reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS) de tres variedade®.dallgaris

(Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas con imazamox. Los resultados son las
medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).

2.1.7. hzimas antioxidantes

Se determinaron las actividades antioxidantes superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (GPX)
en hoja de judia (Fig. 2.5). La actividadperéxido dismutasa en Bush Plaja y
Coco Blanc incrementé con la dosis de 25 uM de imazamox el 20% y el 10%
respectivamente. En cambio, con el resto de dosis del herbicida los valores de
actividad enzimatica no cambiaron de forma significativa con respecto al control o
disminuyeron, de hecho en Bush Plaja con 100 pM se reduce un 15% y en Coco
Blanc un 35% con 50 pM. En Borloto las tres concentraciones de herbicida
activaron de la misma forma la actividad SOD, multiplicandola por 4.5.

En general, el imazamox increment6 la actividadalasa en las tres
variedades de judia estudiadas, de esta forma en Bush Plaja con 25 uM aumento el
50% y no cambio significativamente con el resto de dosis, en Coco Blanc lo hizo
de forma proporcional al tratamiento, duplicandose con respecto al control con
100 uM, y en Borloto se activo el 90% con todas las dosis.

La ascorbato peroxidasa foliar aumento con la aplicacién del herbicida en
las tres variedades de judia, observandose la mayor actividad en Bush Plaja y Coco
Blanc con 25 uM, ya que se multiplica por 2 y 4 respectivamente, en cambio en
Borloto se alcanzé la maxima actividad con 100 puM.

La guaiacol peroxidasa se activé de forma proporcional a la concentracion
de imazamox aplicada en las tres variedades. El incremento mas drastico se detecto
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en Bush Plaja, que se multiplicé por 180 con la dosis mayor. En Coco Blanc y
Borloto esta actividad se multiplicé por 5y 1.5, respectivamente, con 100 uM.

El estudio de las correlaciones de estas actividades enzimaticas con el resto
de parametros determinados en este experimento mostré que los parametros de
crecimiento, peso seco de planta y peso seco de parte aérea se correlacionan
significativamente (R0.05) y de forma negativa coa) actividad CAT en Coco
Blanc y Borloto (Tablas 2.6 y 2.7l) actividad APX en Borloto (Tabla 2.73)
actividad GPX en Bush Plaja (Tabla 2.5). Ademas, las actividades CAT y SOD se

correlacionan positivamente en Bush Plajg0(P5) (Tabla 2.5) y en Borloto
(P<0.01) (Tabla 2.7).
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Figura 2.5. Actividades enzimaticas superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (GPX) foliar de tres
variedades deP. vulgaris (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto) tratadas con
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MD® (65).
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2.2. Experimentos con Vicia sativa
2.2.1. Analisis del crecimiento

El crecimiento expresado como peso seco de planta, parte aérea y raiz, y la
relacion raiz/parte aérea de plantas de veza tratadas con imazamox, se expone en la
tabla 2.3. Elpeso seco de planta y de parte aérea en la variedad Corina no
cambio significativamente con el tratamiento herbicida, mientras que en Latigo el
PSP se redujo el 70% con ambas dosis y el PSPA alrededor del 60%. Por el
contrario, elpeso seco de raize duplicé en Corina con la dosis mas elevada de
imazamox (250 puM), pero no cambio significativamente en Latigarelaaion
raiz/parte aérea incrementé en ambas variedades con el herbicida, de hecho en
Corina aumenté de forma proporcional a la dosis llegando a duplicarse con
respecto al control con 250 uM, y en Létigo el incremento fue del 30% con ambas
dosis.

Tabla 2.3. Parametros de crecimiento: peso seco de planta (PSP), peso seco de la parte
aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR) expresados en g, y relacién raiz/parte aérea de dos
variedades de plantas ®esativa (Corina y Latigo) tratadas durante 7 dias con imazamox

(12).

Variedad 1Z (UM) PSP PSPA PSR RPA
0 0.11+0.01  0.095+0.006 0.013+0.601 0.14+0.02
< 100 0.10+0.01  0.086+0.006 0.015+0.6010.18+0.02
c
s 250 0.12+0.01  0.093+0.006 0.027+0.601 0.30+0.02
O
P-valor NS NS
MDS(P<0.05) 0.02 0.02 0.003 0.057
0 0.10+0.08 0.096+0.008 0.008+0.000  0.09+0.61
° 100 0.07£0.01  0.064+0.00%5 0.008+0.000 0.13+0.61
f:;’ 250 0.07+0.00  0.059+0.003 0.007+0.001  0.12+0.61
- P-valor el e NS **
MDS(P<0.05) 0.015 0.015 0.002 0.033

Los resultados (+ ES) son la media de 8 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Para cada variedad las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren
significativamente. Los niveles de significacion se representan gor0%p, **p<0.01, **p<0.001 y

NS (No significativo) p>0.05.
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2.2.2. Pigmentos fotosintéticos

En la tabla 2.4 se recogen los datos correspondientes al contenido foliar de
clorofilas (a y b), xantofilas y carotenosasi comgigmentos totalesen las dos
variedades de veza. En la variedad Corina se observa que la dosis de 100 uM de
imazamox no provocO cambios significativos en las distintas determinaciones de
pigmentos estudiadas, mientras que con la dosis mayor (250 uM) el contenido de
clorofila a, xantofilas y carotenos, y los pigmentos totales disminuyeron alrededor
del 10%, pero la clorofila b aumenté el 30% respecto al control. En general, en
Latigo el contenido de clorofila a, xantofilas y carotenos, y pigmentos totales se
redujeron de forma proporcional a la dosis de herbicida, siendo entre el 15-30%
con 250 uM. Por el contrario, en esta variedad la clorofila b se increment6 el 20%
con 100 pM y el 27% con 250 pM.

Tabla 2.4.Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (X+C) y
pigmentos totales (PT), expresado en [{dPF, de dos variedades de plantad/dsativa
(Corina y Létigo) tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Variedad 1Z (UM) Cla Clb X+C PT
0 41.0+0.3 9.3+0.3 19.8+0.2 7004
< 100 41.10.8 10.2+0.3 19.0+0.7 70445
c
s 250 36.2+0.2 12.520.4  14.7+0.8 63524
o P-Va|0r *k%k *k%k *k%k *k%k
MDS(P<0.05) 1.1 1.1 1.2 14
0 41.2+0.4 9.6+0.8 19.2+0.4 6993
o 100 37.2+0.2 11.5+0.4 14.8+0.3 6357
f:;’ 250 34.4+0.8 12.2+0. 8 13.7+0.8 6033
- P—Va|0r *k%k *% *k%k *k%k
MDS(P<0.05) 0.9 1.3 1.2 8

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Para cada variedad las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren
significativamente. Los niveles de significacion se representan gor0%p, **p<0.01, **p<0.001 y

NS (No significativo) p>0.05.
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2.2.3. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En el diagrama de barras de la figura 2.6 se muestran los resultados
correspondientes a &tividad acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja de las
dos variedades de veza tratadas con imazamox. La activiada de la enzima
acetohidroxiacido sintasa se inhibié por el tratamiento de herbicida en ambas
variedades de forma proporcional a la dosis aplicada. En Corina el descenso fue
mas drastico que en la variedad Latigo, siendo del 75% con 100 uM y del 85% con

250 uM en Corina, por soélo el 20% y el 35% con 100 y 250 uM, respectivamente,
en Latigo.

] 0pMimazamox [ 100 M imazamox B 250 M imazamox

- 3.2
= AHAS
o a
Q 24 a =
*-g —F b
) c
E 1.6 -
[&]
«
2 081 b
3 c
= {—h
g 0.0
Corina Latigo

Figura 2.6. Actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hojdedéos
dos variedades de plantas \esativa (Corina y Latigo) tratadas con imazamolkos
Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medi&s s&@n
comparadas usando la MDS (P85).

En la tabla 2.9 correspondiente a las correlaciones en la variedad Latigo se
detecta que la actividad AHAS se correlacionan significativamerit@.(B) y de
forma positiva con el contenido de clorofila a y pigmentos totales.

2.2.4. Contenido de aminodcidos totales y proteina soluble total

Se evalud el contenido de amino&cidos libres totales y de proteina
soluble total en hoja de plantas de veza (Fig. Zr).ambas variedades el
contenido de aminoacidos libres totales s6lo se redujo de forma
significativa con la mayor dosis de imazamox (280), siendo del 25% en
Corina y del 10% en Latigo. Las dos dosis de herbicida disminuyeron (15-25%) de
forma significativa lgproteina soluble totalen la variedad Corina, mientras que
en Latigo solo con 250 uM se observa un descenso (10%).
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] 0 pMimazamox [ 100 M imazamox B 250 M imazamox
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Figura 2.7. Aminoécidos libres totales (Aa) y proteina soluble total (PST) en hoja
de dos variedades dé sativa tratadas con imazamox. Los resultados son las
medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).

2.2.5. Contenido de azuUcares solubles totales

Las dos variedades de veza, cuando fueron tratadas con imazamox,
aumentaron su contenido delcares solubles totalesn hoja (Fig. 2.8). Hay que
destacar que ambas dosis de herbicida provocaron el mismo efecto en la cantidad
de azucares solubles totales en las dos variedades, de hecho se multiplicé por 3 en
Corina y por 4.5 en Latigo con respecto a las plantas control. Ademas, la variedad
Latigo acumulé mayor contenido de azucares solubles que Corina en condiciones
de estrés.

] 0pM imazamox [ 100 M imazamox B 250 M imazamox

60 3
Ast a

L

‘9- 45

g

S 30 - a 3

=)

(@)

D 15

£ b b

0 ’7

Corina Latigo

Figura 2.8. Contenido foliar de azUcares solubles totales (Ast) de dos variedades
de V. sativa (Corina y Latigo) tratadas con imazamox. Los resultados son las
medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).
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2.2.6. Contenido de perdxido de hidrogeno y peroxidacion lipidica

En la figura 2.9 se exponen los datos de contenido de peroxido de
hidrogeno y de peroxidacion lipidica de hoja de las dos variedades de veza. En
ambas variedades el contenido proxido de hidrégeno se increment6 con el
imazamox, siendo mas acusada en las plantas tratadas con la dosis menor. En
Corina se observo un aumento del 50% con 100 uM y del 10% con 250 uM, y en
Latigo el contenido se multiplicé por 7 y por 5 con 100 y 250 puM respectivamente.
La peroxidacion de lipidosse incrementé drasticamente en las hojas de plantas de
veza expuestas al herbicida, de hecho en Corina lo hizo de forma proporcional a la
dosis aplicada, multiplicandose por 3 con 100 uM y por 5 con 250 uM, mientras
que en Létigo el dafio oxidativo se multiplico por 6 con ambas dosis. En la tabla
2.9 correspondiente al estudio de correlaciones de la variedad Latigo, se observa
que la peroxidacion de lipidos se correlaciona de forma positiva y significativa
(P<0.05) con el contenido de azucares solubles totales.

] 0pMimazamox [ 100 M imazamox B 250 M imazamox

3.2 60
H,0, TBARS a
LL a
2.4 - 3 o 45 a
()]
b <
1.6 C 0O 30 -
s b
0.8 E 15
' a p c a b
c
~'m | o
Corina Latigo Corina Latigo

Figura 2.9. Contenido foliar de peréxido de hidrégeno@b) y de especies
reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS) de dos variedadas saiva (Corina

y Létigo) tratadas con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDEY.
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2.2.7. Metabolismo antioxidante

Las actividades antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (GPX) determinadas en
hoja de veza (var. Corina y var. Latigo) se representan en la figura 2.10.
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10.0 60
SOD a
o 2 —E
— 7.5 1 < a 45 |
o a
S b
o b a a p
- c
‘e 5.0 - 30 4 c
£
)
25 15
0.0 0
Corina Latigo Corina Latigo
=, 0.60 1.2
= APX e GPX
©0.45 : £ 0.9 r a
204% b | 5% [
< = b
£0.30 | c "> 06 -
V] S
(7)) o~
<oi5{ @ a Qo3
B I
b —
| [l ;
=1
0.00 S 00
Corina Latigo Corina Latigo

Figura 2.10. Actividades enzimatica superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (GPX) foliar de dos
variedades d¥. sativa (Corina y Latigo) tratadas con imazamox. Los resultados

son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando
la MDS (F<0.05).

La actividadsuperoxido dismutasa foliar se estimulé alrededor del 25%

con ambas dosis de imazamox en Corina, sin embargo, en Latigo las diferencias
encontradas no fueron significativas. La actividatihlasa se inhibio de forma
proporcional a la dosis de herbicida en las dos variedades, aunque lo hizo de forma
mas acusada en Latigo, donde se redujo el 40% con la dosis mayor. La actividad
ascorbato peroxidasa en hoja de Corina se redujo el 60% con respecto al control
con 100 uM y no cambi6 con 250 uM. Por el contrario, esta actividad enzimatica
aument6 con ambas dosis en la variedad Létigo, siendo del 80% con 100 uM y del
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60% con 250 uM. La actividagluaiacol peroxidasa presenté un comportamiento
similar al descrito para la ascorbato peroxidasa, de este modo en el diagrama de
barras correspondiente a la actividad GPX se observa que en Corina esta enzima se
inhibi6 so6lo con la dosis mayor (40%), y en cambio en Latigo aumentd
drasticamente con ambas dosis, multiplicandose por 6.

El estudio de las correlaciones de estas actividades enzimaticas
antioxidantes determinadas en hoja con el resto de parametros determinados en este
experimento mostré que) la actividad APX se correlaciona con el contenido de
peréxido de hidrégeno de forma negativa y significativa en Corina (Tabla 2.8) y
positiva en Latigo (Tabla 2.9) la actividad APX foliar de Corina se correlaciona
de forma significativa y positiva con el peso seco de parte aérea (Table) 2a8);
actividad CAT foliar de Corina se correlaciona con el contenido de aminoacidos
libres (r= 0.999***) y de clorofila b (r= -0.999***) (Tabla 2.8}) la actividad
SOD foliar de Latigo se correlaciona con el contenido de aminoacidos libres totales
(r= 0.999**) (Tabla 2.9);e) la actividad GPX se correlaciona significativamente
(P<0.05) y de forma negativa con la relacion raiz parte/aérea en Corina (Tabla 2.8)
y con el peso seco de planta en Latigo (Tabla 2.9).
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Tabla 2.5. Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte Béseas@BRi®) raiz (PS
relacion raiz/parte aérea (RPA), Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (x+c), pigmentos totat@iifRif) acetohidroxiacidos sint:
(AHAS), aminoacidos libres totales (AATT), proteina soluble total (PST), azlicares solubles totales (AST), peroxido de higf@geper(btidacion de lipidos (TBRS) y
actividades superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidada (APX) y guiacol peroxidada (GPX) erPplaigas si@ariedadBUSH PLAJA, tratada
con imazamox.

PSP PSPA pR RPA  Cla Clb  x+c PT AHAS AATT PST AST HO, TBARS SOD CAT
PSP 1.000
PSPA  0.994 1.000
PSR 0.973 0.942 1.00( valor critico
RPA 0.879 0.823 0.96: 1.000 P< 0.05 0.01
Cla 0.773 0.836 0.60¢ 0.404 1.000 0.950 0.990
Clb 0.851 0.901 0.711 0.529 0.990 1.000
X+C 0.839 0.890 0.69¢ 0.519 0.990 0.999 1.000
PT 0.803 0.862 0.64¢ 0.452 0.998 0.996 0.996 1.00(
AHAS  -0.554 -0.461 6.73( -0.878 0.083 -0.059 -0.048 0.02¢ 1.000
AATT  -0.991 -0.975 0.98¢ -0.927 -0.714 -0.805 -0.795 0:75( 0.637 1.000
PST 0.918 0.948 0.81¢ 0.628 0.890 0.918 0.903 0.901 -0.220 -0.858 1.000
AST  -0516 -0.514 -019¢ -0.351 -0.304 -0.324 -0.289 0.307 0.226 0.438 -0.664 1.000
H,0, 0.600 0.509 0.76¢ 0.897 -0.037 0.104 0.090 0.01€ -0.996 -0.674 0.287 -0.307 1.00(
TBARS -0.787 -0.737 0.86: -0.836 -0.292 -0.392 -0.365 0:327 0.760 0.784 -0.681 0.787 -0.81 1.000
SOD 0.166 0.268 0.057 -0.262 0.752 0.660 0.675 0.72( 0.679 -0.093 0.407 0.137 0:661 0.392 1.000
CAT 0.041 0.135 0.161 -0.313 0.633 0.545 0.568 0.60¢ 0.674 0.006 0.220 0.386 0:67¢ 0.555 0.966 1.000
APX  -0.362 -0.333 0.41( -0.334 -0.015 -0.053 -0.017 0:02¢ 0.359 0.309 -0.444 0.952 0:42¢ 0.796 0.424 0.643 1.000
GPX  -0.965 -0.984 0.88¢ -0.731 -0.866 -0.912 -0.898 0.88 0.345 0.923 -0.990 0.622 0:40¢ 0.731 -0.329 -0.161 0.421

APX  GPX

1.000



Tabla 2.6 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte Béseas@tBRIg) raiz (PS
relacion raiz/parte aérea (RPA), Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (x+c), pigrnadesod ), actividad acetohidroxiacidos sin
(AHAS), aminoécidos libres totales (AATT), proteina soluble total (PST), azlcares solubles totales (AST), peréxido de hig@geper(htidacion de lipidos (TBARS
actividades superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidada (APX) y guiacol peroxidada (GPX) enPlaultgaridevariedadCOCO BLANC,
tratadas con imazamox.

PSP  PSPA pxR RPA Cla Clb x+c PT AHAS AATT PST AST HO, TBARS SOD CAT APX GPX
PSP 1.000
PSPA  0.982 1.000
PSR 0.720 0.578 1.00( Valor critico
RPA  -0.307 -0.478 0.43t 1.000 P< 0.05 0.01
Cla -0.498 -0.349 0.88( -0.508 1.000 0.950 0.990
Clb -0.662 -0.532 0.91€ -0.349 0.979 1.000
x+tc  -0.070 0.095 0.65¢ -0.752 0.900 0.792 1.000
PT -0.501 -0.353 0.87¢ -0.502 1.000 0.980 0.898 1.@0
AHAS -0.194 -0.373 0.537 0.993 -0.593 -0.449 -0.793 0.58¢ 1.000
AATT -0.872 -0.882 06.53: 0.345 0.126 0.301 -0.285 0.12¢ 0.257 1.000
PST  0.806 0.796 0.56: -0.204 -0.125 -0.280 0.249 0.12¢ -0.121 -0.984 1.000
AST 0.647 0.631 0.48: -0.089 -0.010 -0.138 0.298 0.01C -0.025 -0.919 0.972 1.000
H,0, -0.708 -0.725 0.40: 0.441 0.536 0.648 0.245 0.54] 0.356 0.315 -0.166 0.071 1.00C
TBARS 0530 0.448 0.65: 0.291 -0.229 -0.295 -0.017 0.227 0.353 -0.762 0.863 0.927 0.20¢ 1.000
sob  0.778 0.659 0.94¢ 0.322 -0.681 -0.752 -0.405 0.681 0.423 -0.736 0.783 0.737 0.26¢ 0.847 1.000
CAT  -0.985 -0.990 0.62¢ 0.427 0.456 0.628 0.025 0.461 0.318 0.817 -0.723 -0.540 0.801 -0.383 -0.665 1.000
APX  -0.457 -0.615 0.28 0.984 -0.424 -0.245 -0.728 0.41¢ 0.960 0.503 -0.368 -0.245 0.48¢ 0.132 0.152 0.559 1.000
GPX  -0.756 -0.855 0.127 0.829 0.039 0.225 -0.348 0.04¢ 0.759 0.619 -0.469 -0.275 0.807 0.030 -0.177 0.847 0.889

1.000



Tabla 2.7 Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte Béseas@tBRIg) raiz (PS
relacion raiz/parte aérea (RPA), Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (x+c)opigoteles (PT), actividad acetohidroxiacidos sir
(AHAS), aminoécidos libres totales (AATT), proteina soluble total (PST), azlcares solubles totales (AST), peréxido de hig@geper(htidacion de lipidos (TBARS
actividades superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidada (APX) y guiacol peroxidada (GPX) erPplantgsislesariedadBORLOTO, tratada
con imazamox.

PSP  PSPA pxR RPA Cla Clb x+c PT AHAS AATT PST AST HO, TBARS SOD CAT APX GPX
PSP 1.000
PSPA  0.995 1.000
PSR 0.963 0.931 1.00( Valor critico
RPA 0076 -0.024 0.341 1.000 P< 0.05 0.01
Cla -0.367 -0.430 0.17¢ 0.607 1.000 0.950 0.990
Clb -0.307 -0.374 0.111 0.647 0.998 1.000
x+c  -0.435 -0.496 0.24¢ 0.582 0.997 0.990 1.000
PT -0.358 -0.422 0.167 0.616 1.000 0.998 0.996 1.00(
AHAS -0.537 -0.612 0.30¢ 0.722 0.925 0.918 0.938 0.92¢ 1.000
AATT  -0.777 -0.835 06.58( 0.560 0.751 0.726 0.789 0.74¢ 0.929 1.000
PST 0529 0.608 0.28¢ -0.776 -0.869 -0.865 -0.883 0.87( -0.990 -0.942 1.000
AST  -0.686 -0.747 0.48¢ 0.588 0.893 0.873 0.919 0.891 0.981 0.967 -0.965 1.000
H,0, -0.234 -0.161 0.41¢ -0.750 0.051 0.008 0.068 0.04] -0.209 -0.208 0.332 -0.092 1.00(
TBARS -0.307 -0.389 0.07C 0.823 0.361 0.374 0.374 0.36¢ 0.661 0.721 -0.759 0.607 -82€ 1.000
SoD  -0.944 -0.949 0.88. 0.016 0.617 0.563 0.673 0.60¢ 0.687 0.821 -0.643 0.813 0.35¢ 0.228 1.000
CAT  -0.972 -0.973 0.91¢ -0.016 0.549 0.492 0.609 0.54( 0.648 0.814 -0.613 0.782 0.331 0.249 0.995 1.000
APX  -0.974 -0.983 0.90: 0.066 0.328 0.275 0.395 0.321 0.568 0.826 -0.590 0.698 0.01: 0.494 0.876 0.914 1.000
GPX  -0.611 -0.530 0.797 -0.823 -0.174 -0.238 -0.119 0.18¢ -0.216 0.006 0.281 -0.031 0.807 -0.535 0.554 0.582 0.460

1.000



Tabla 2.8 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte Béseas@BRi®) raiz (PS
relacion raiz/parte aérea (RPA), Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (x+c), pigment@Bptalesvidad acetohidroxiacidos sint
(AHAS), aminoacidos libres totales (AATT), proteina soluble total (PST), azlcares solubles totales (AST), peroxido de hidf@geper(btidacion de lipidos (TBARS
actividades superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidada (APX) y guiacol peroxidada (GPX) envplsatiees dariedadCORINA, tratadas cc

imazamox.
PSP PSPA pxR RPA Cla Clb X+C PT AHAS AATT PST AST HO, TBARS SOD CAT APX GPX
PSP 1.0000
PSPA 0.5933 1.0000
PSR  0.8922 0.1658 1.000( Valor critico
RPA  0.8430 0.0671 0.995. 1.0000 P< 0.05 0.01
Cla -0.9507 -0.3143 0.988: -0.9683 1.0000 0.9969 0.9999
Clb 0.8091 0.0069 0.987: 0.9982 -0.9515 1.0000
X+C -0.8885 -0.1577 1.000( -0.9958 0.9870 -0.9886 1.0000
PT -0.9561 -0.3313 0.985¢ -0.9636 0.9998 -0.9458 0.98401.000(
AHAS -0.3505 0.5459 0.7357 -0.7993 0.6238 -0.8340 0.74120.609¢ 1.0000
AATT -0.7696 0.0574 0.975( -0.9923 0.9297 -0.9979 0.97680.922¢ 0.8678 1.0000
PST -0.4703 0.43140.818: -0.8712 0.7209 -0.8992 0.82280.708:! 0.9914 0.9254 1.0000
AST 0.1252 -0.7244 0.559¢ 0.6393 -0.4268 0.6844 -0.56650-410¢ -0.9731 -0.7298 -0.9344 1.0000
H,0, -0.6548 -0.9969 6.242¢ -0.1454 0.3881 -0.0857 0.23500.404¢ -0.4783 0.0214 -0.3590 0.66781.000(
TBARS 0.6873 -0.17700.941: 0.9701-0.8787 0.9830 -0.94400-870( -0.9212 -0.9927 -0.9643 0.80680.099( 1.0000
SOD -0.9923 -0.6882 0.829¢ -0.7700 0.9050 -0.7303 0.82500.912¢ 0.2321 0.6848 0.3577 -0.00160.743: -0.5922 1.0000
CAT -0.7876 0.0287 0.981( -0.9954 0.9399 -0.9994 0.98250.933¢ 0.8531 0.9996 0.9142 -0.70990.050: -0.9889 0.7055 1.0000
APX 0.6333 0.9987 0.215¢ 0.1175-0.3620 0.0576 -0.20750-3787 0.5028 0.0067 0.3851 -0.68850:999¢ -0.1270 -0.7241 -0.0220 1.0000
GPX -0.8537 -0.0872 0.996¢ -0.9998 0.9731 -0.9968 0.99750.968¢ 0.7870 0.9895 0.8611 -0.62360.165¢ -0.9650 0.7827 0.9933 -0.1375 1.0000



Tabla 2.9 Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte Béseas@tBRi®) raiz (PS
relacion raiz/parte aérea (RPA), Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (x+c), pigmentos totales (PT), actividad acetohidroxii
(AHAS), aminoécidos libres totales (AATT), proteina soluble total (PST), azlcares solubles totales (AST), peréxido de hig@geper(htidacion de lipidos (TBARS
actividades superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidada (APX) y guiacol peroxidada (GPX) ernvplsaties; dariedadLATIGO , tratadas cc

imazamox.
PSP  PSPA pxR RPA Cla Clb x+c PT AHAS AATT PST AST HO, TBARS SOD CAT APX GPX
PSP  1.0000
PSPA 0.9998 1.0000
PSR  0.6104 0.5944 1.000( vValor critico
RPA  -0.9421 -0.9487 0.309¢ 1.0000 P< 0.05 0.01
Cla 0.9578 0.9518 0.812¢ -0.8060 1.0000 0.9969 0.9999
Clb  -0.9883 -0.9850 0.724. 0.8799-0.9904 1.0000
x+c  0.9983 0.9970 0.654¢ -0.9213 0.9727 -0.9954 1.0000
PT  0.9816 0.9776 0.750: -0.8608 0.9950 -0.9992 0.99101.000(
AHAS 0.9673 0.9620 0.791¢ -0.8262 0.9994 -0.9947 0.98030.997¢ 1.0000
AATT  0.2068 0.18720.901: 0.1331 0.4794 -0.3538 0.26280.389¢ 0.4484 1.0000
PST  0.4078 0.3894 0.972: -0.0781 0.6532 -0.5424 0.45970.574¢ 0.6262 0.9777 1.0000
AST  -0.9871 -0.9901 0.475! 0.9837 -0.8993 0.9510 -0.97620:938: -0.9140 -0.0473 -0.2561 1.0000
H,0, -0.9039 -0.9123 0.213( 0.9950-0.7428 0.8281 -0.87780-805: -0.7658 0.2314 0.0218 0.96081.000(
TBARS -0.9926 -0.9948 6.509¢ 0.9759-0.9157 0.9624 -0.98400-951: -0.9292 -0.0864 -0.2939 0.99920.949: 1.0000
SoD  0.1855 0.1658 0.891¢ 0.1546 0.4602 -0.3333 0.24170.369¢ 0.4288 0.9998 0.9729 -0.02550.252¢ -0.0647 1.0000
CAT  0.9936 0.9911 0.696( -0.8982 0.9841 -0.9992 0.99840.996¢ 0.9897 0.3161 0.5084 -0.96260-849¢ -0.9725 0.2954 1.0000
APX  -0.9050 -0.9133 0.215: 0.9952-0.7444 0.8294 -0.87900-807: -0.7674 0.2290 0.0194 0.96151.000( 0.9500 0.2502 -0.8511 1.0000
GPX -0.9967 -0.9981 0.544( 0.9663-0.9312 0.9726 -0.99040:962¢ -0.9434 -0.1267 -0.3323 0.99680.935: 0.9992 -0.1050 -0.9811 0.9366 1.0000



Resultados

3. Estudio ontogénico de diferentes 6rganos de plantas Bevulgaris y
V. sativa tratadas con imazamox

En este experimento se estudian los cambios inducidos por imazamox en
los pardmetros de crecimiento, la actividad acetohidroxiacido sintasa, el contenido
de amino&cidos y de imazamox acumulado y las actividades glutation-S-transferasa
y guaiacol peroxidasa, en distintas partedPdeulgaris (meristemo, hoja joven,
dltima hoja expandida, hoja media, cotiledones, raiz joven y raiz vieja)\y de
sativa (hoja joven, hoja vieja y raiz), durante la ontogenia de las plantas.

Plantas de judiaP( wvulgaris) y veza V. sativa), de las variedades
seleccionadas como mas tolerantes en los experimentos anteriores (variedad Coco
Blanc de judia y Corina de veza), crecieron en cultivo hidropdnico en camara de
ambiente controlado. El tratamiento con imazamox (0, 100 y 250 uM) se adicion6
a la solucién nutritiva en la etapa de crecimiento vegetativo, dia 21 de cultivo en
judia y dia 28 en veza. Muestras de las distintas partes de judia y veza se
recolectaron en el tiempo O y después de 1, 2, 7 y 14 dias de tratamiento con
herbicida.

3.1. Experimentos con Phaseolus vulgaris
3.1.1. Andlisis del crecimiento

Los parametros de crecimiento de plantas de judia se representan en la
figura 3.1. El imazamox redujo pkeso seco de plantg de parte aéreaa los 7
dias de tratamiento (30%) y a los 14 dias (alrededor del 50%) con ambas dosis. El
peso seco de raimo cambié significativamente después de un dia de tratamiento,
mientras que disminuyo el 25% después de dos dias con 250 uM y el 65% después
14 dias con ambas dosis. Como consecuencia de estas respuestasida
raiz/parte aérea, considerada como un indice de equilibrio entre raiz y parte aérea,
se redujo con respecto a las plantas control a los dos y 14 dias de tratamiento,
mientras que a los 7 dias esta relacion fue mayor en las plantas tratadas que en el
control (25% con 100 pM y casi 50% con 250 pM).

El andlisis de varianza realizado a los pardmetros de crecimiento (datos no
mostrados) muestra que la mayor fuente de variacion de los distintos parametros
estudiados se debi6 a la edad de cultivo.
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Figura 3.1. Peso seco total de planta (PSP), peso seco de parte aérea (PSPA), peso
seco de raiz (PSR) y relacion raiz/parte aérea (RPA) de planfsvdigaris
tratadas con imazamoXTI: Dias después del tratamiento con imazamox. Los
resultados son las medias *+ ES (n=6), y las diferencias entre medias son
comparadas usando la MDS (P85).

3.1.2. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En la figura 3.2 se puede apreciar que la hoja joven y el meristemo son los
organos donde la actividadcetohidroxiacido sintasa (AHAS) es mayor,
alcanzando valores 10 veces superiores a los registrados en hoja media y Ultima
hoja expandida. Por otra parte, los cotiledones muestran la mas baja actividad
enzimatica, de hecho no se detecto actividad en el control y sélo a los 2 dias con la
dosis menor, y a los 7 y 14 dias con ambas dosis. En hoja media, hay que destacar
que a los 14 dias el herbicida estimul6 la actividad AHAS, triplicandola con ambas
dosis. En dltima hoja expandida el tratamiento de imazamox inhibié la actividad a
los 1y 2 dias de tratamiento, por el contrario a los 7 y 14 dias la multiplico por 4
con respecto al control. En hoja joven el herbicida inhibi6 la actividad AHAS
drasticamente desde el inicio de su aplicacion, de forma proporcional a la dosis,
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excepto a los 14 dias con 100 uM, cuando se observa una recuperacion de la
actividad. En meristemo se observé un comportamiento similar al descrito para
hoja joven, con una inhibicién inicial del 80%, sin embargo, a los 14 dias con

250 uM se mostré una actividad similar a la del control (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en

cotiledones, hoja media, ultima hoja expandida, hoja joven y meristemo de plantas

de P. wulgaris tratadas con imazamoXTI: Dias después del tratamiento con

imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre

medias son comparadas usando la MBS (@5).
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En general, la actividad AHAS en raiz joven (Fig. 3.3) se inhibié con
imazamox, excepto a los 2 dias con 100 uM cuando se duplicé con respecto al
control, y a los 7 dias con 250 uM que aumento el 70%. En raiz vieja con 100 uM
de herbicida, la actividad se increment6 con respecto al control, mientras que con
la dosis mayor no se aprecié una tendencia clara.

El analisis de la varianza de los datos correspondientes a la actividad
AHAS en los distintos 6rganos (datos no mostrados) indica que la principal fuente
de variacién en cotiledones, hoja media, raiz joven y raiz vieja la constituy6 la edad
del cultivo, mientras que en ultima hoja expandida y hoja joven fue la interaccion
tiempo-herbicida y en meristemo fue el tratamiento herbicida.
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Figura 3.3. Actividad enzimética acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en raiz joven

y vieja de plantas dB. vulgaris tratadas con imazamoRTI: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MDE}.

3.1.3. ntenido de aminoacidos totales y ramificados

El contenido de aminoacidos libres totalegFig. 3.4) aumentd con el
herbicida en meristemo y en Ultima hoja expandida a lo largo de la ontogenia del
cultivo. En meristemo increment6 de forma proporcional a la dosis, mientras que
en ultima hoja expandida los valores méas elevados se alcanzaron con 100 uM. Por
el contrario, el imazamox redujo gborcentaje de aminoacidos libres
ramificados en los dos 6rganos estudiados, en meristemo disminuy6 alrededor del
30% con 100 uM y del 40-50% con 250 uM, mientras que en ultima hoja
expandida la reduccion fue mas drastica con la dosis menor, alcanzando el 62% de
inhibicion después de 1y 2 dias de tratamiento.
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AA libres totales (mg g PF)

AA ramificados (%)
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Figura 3.4. Amino&cidos libres totales y porcentaje de aminoacidos ramificados
libres en meristemo y Ultima hoja expandida de plantds da garis tratadas con
imazamox.DTI: Dias después del tratamiento con imazamox. Los resultados son
las medias = ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la
MDS (P<0.05).

Los datos relativos al contenido de cada aminoacido libre ramificado,

valina, leucina e isoleucina, se representa en la figura 3.5. A lo largo de la
ontogenia del cultivo, el contenido dalina se redujo en meristemo (mas del
35%) y en ultima hoja expandida con ambas dosis de herbicida. En general, el
contenido deleucina mostré la misma respuesta que la descrita para valina,
disminuyendo en ambos 6rganos con el imazamox. En cambio, el contenido de
isoleucina incrementd en meristemo y Ultima hoja expandida, de hecho en
meristemo se triplicé a los 7 dias con la dosis mayor.

El analisis de la varianza de los datos correspondientes al contenido de

aminodcidos (datos no mostrados), indica que la variabilidad en todos los
parametros estudiados se debio principalmente al imazamox (entre el 35 y el 55%
en todos los casos), a excepcion de la leucina en ultima hoja expandida, cuyo
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principal factor de variacion fue la interaccion tiempo-herbicida, y el contenido de

isoleucina de meristemo y Ultima hoja expandida, cuya fuente principal de
variacion fue la edad del cultivo.
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Figura 3.5. Contenido de aminoacidos libres ramificados: valina (val), leucina
(leu) e isoleucina (ile), expresado en Uy BF, en meristemo y Ultima hoja
expandida de plantas dre vulgaris tratadas con imazamoRTI: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDG}.
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En la tabla de correlaciones 3.1 se detecta que el porcentaje de
aminodcidos libres ramificados de meristemo y de udltima hoja expandida se
correlaciona significativamente (P€1) y de forma positiva con la actividad
AHAS de meristemo. Ademas, el contenido de valina y leucina se correlaciona
positivamente (£0.01). Por el contrario, el contenido de amino&cidos libres totales
de meristemo y de Ultima hoja expandida se correlaciona negativamed@l{P
con la actividad AHAS de meristemo.

3.1.4. Contenido de imazamox

En la figura 3.6 se muestra el contenido de imazamox acumulado en
meristemo, hoja joven y Ultima hoja expandida.
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Figura 3.6. Contenido de imazamox (iz), expresado en j{td*§, en meristemo,

hoa joven y dltima hoja expandida de plantas Rlewulgaris tratadas con
imazamox.DTI: Dias después del tratamiento con imazamox. Los resultados son
las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la
MDS (P<0.05).
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El herbicida se acumuld en los tres 6rganos analizados desde el inicio del
tratamiento, observandose los valores mas elevados después de un dia de
tratamiento, y posteriormente la cantidad de herbicida se redujo de forma paulatina
(Fig. 3.6). Hay que destacar que la ultima hoja expandida es el érgano donde se
registro la concentracion mas alta de imazamox, siendo aproximadamente el doble
que en hoja joven y meristemo.

El contenido de imazamox acumulado en los tres 6rganos se correlaciona
positivamente y de forma significativa(®05) con la relacion raiz/parte aérea
(Tabla 3.1). El contenido de herbicida en meristemo y hoja joven se correlaciona
significativamente de forma negativa<(P05) con la actividad AHAS de estos
organos. El contenido de herbicida detectado en meristemo se correlaciona: a) de
forma negativa con el porcentaje de aminoacidos libres ramificados en meristemo
(r=-0.71"); b) de forma positiva con el contenido de amino&cidos libres totales en
meristemo (r=0.52).

3.1.5. Actividad glutatién-S-transferasa

La glutation-S-transferasa (GST) pertenece a un grupo heterogéneo de
enzimas de detoxificacion, que catalizan la conjugacion del tripéptido glutation
(GSH) con una amplia gama de sustratos endégenos y xenobiéticos. A lo largo de
la ontogenia, esta enzima incrementd en cotiledones con el tratamiento herbicida,
llegando casi a triplicarse a los 14 dias con la dosis de 250 uM (Fig. 3.7). En hoja
media, la actividad presenté un comportamiento diferente dependiendo de la dosis
de herbicida y de la edad del cultivo, aunque no se observan grandes diferencias
respecto al control. En general, en ultima hoja expandida y en hoja joven la
actividad se estimulé con el imazamox en los diferentes estados fenoldgicos
estudiados. En meristemo la actividad presentdé un comportamiento variable en
funcion de la dosis empleada y del tiempo de exposicion al herbicida, de hecho a
los 2 dias aument6 entre el 55-70% con ambas dosis y, por el contrario, a los 7 dias
se redujo cerca del 30% (Fig. 3.7).

En la tabla 3.1, donde se muestran las correlaciones entre los distintos
parametros determinados en este experimento, podemos detectar que existe una
correlacion negativa y significativa £8.01) entre esta actividad enzimatica en
hoja joven y la actividad AHAS en meristemo.
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Figura 3.7. Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en cotiledones,
hoja media, ultima hoja expandida, hoja joven y meristemo de plant® de
vulgaris tratadas con imazamoxDTIl: Dias después del tratamiento con
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MB® @5).
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La actividad GST en raiz joven (Fig. 3.8) en general se estimulé con el
imazamox, mostrando el valor mas alto después de un dia de tratamiento con la
dosis de 100 uM, cuando se triplica respecto al control. En raiz vieja la actividad se
incrementod en todos los muestreos realizados, aunque las diferencias con el control
se fueron mitigando con el tiempo de exposicion al imazamox.
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Figura 3.8. Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en raiz joven y
vieja de plantas d@. vulgaris tratadas con imazamoRQTI|: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la N<0.05)

3.1.6. Actividad guaiacol peroxidasa

Los datos de la actividad guaiacol peroxidasa (GPX) determinada en parte
aérea (cotiledones, hoja media, ultima hoja expandida, hoja joven y meristemo) se
representa en la figura 3.9. En cotiledones de plantas control hay que destacar que
esta enzima no presenta actividad o es reducida, excepto en la cosecha realizada a
los 14 dias. Sin embargo, el imazamox incrementa la actividad GPX, de hecho a
los 2 dias se registrd el mayor valor en cotiledones con 250 uM. En hoja media la
actividad registrada fue muy reducida con todos los tratamientos hasta los 14 dias,
momento en el que la actividad se multiplico por 3.5 con 100 uM y por 4.8 con
250 uM con respecto al control. Una respuesta similar se observé en la dltima hoja
expandida, pues a los 14 dias de tratamiento la actividad se multiplico por 4 y por
16 con 100 y 250 uM, respectivamente. Hoja joven y meristemo son los 6rganos
donde se registra la mayor actividad GPX, esta enzima se estimul6 de forma
proporcional a la dosis de herbicida a partir de los 2 dias, multiplicandose por 14
con 100 uM y por 27 con 250 uM a los 14 dias en hoja joven, y por 3y 4 con
100 uM y 250 uM respectivamente en este mismo muestreo.
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Figura 3.9. Actividad enzimatica guaiacol peroxidada (GPX) en cotiledones, hoja
media, Ultima hoja expandida, hoja joven y meristemo de plant®s dégaris
tratadas con imazamoRTI: Dias después del tratamiento con imazamox. Los
resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son
comparadas usando la MDS (P85).
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En raiz joven la actividad GPX mostr6 un comportamiento variable con la
dosis 100 uM (Fig. 3.10), mientras que con 250 pM la actividad se estimul6 en
todos los muestreos, observandose en general un incremento de mas del 30%. En
raiz vieja la actividad aumenté con ambas dosis, de hecho en el dia 1 de
tratamiento se multiplicé por 7 con 100 uM y por 11 con 250 uM, pero estas
diferencias con los valores de los controles no se mantuvieron el resto de tiempo de
experimentacion, ya que a lo largo de la ontogenia la actividad de plantas control
fue incrementandose. A los 14 dias la actividad con 100 uM aumenté el 14% y con
250 uM se redujo el 10%, respecto al control.

] 0pMimazamox [ 100 M imazamox M 250 M imazamox

0.8 0.8
Raiz joven < Raiz vieja a
0.6 | € 06 b b b
°© C H[C
o
0.4 - a o 04 ] e d 4
c b (@) f ©
e
o de N
0.2 f o 2f Qo021 9
e 1 L
B
0.0 £ 0.0
0 1 2 7 14 = 0 1 2 7 14
DTI DTI

Figura 3.10. Actividad enzimatica guaiacol peroxidada (GPX) en raiz joven y
vieja de plantas d@. vulgaris tratadas con imazamoRTI: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la N<0.05)

Del estudio de las correlaciones entre la actividad GPX y los demés
padametros determinados en el experimento (Tabla 3.1), se deduce)dize:
actividad GPX de meristemo, hoja joven, Ultima hoja expandida, y hoja media
presenta una correlacién positiva y significativa con la actividad AHAS de dltima
hoja expandida, de cotiledones y de hoja mda)itg actividad GPX de meristemo,
cotiledones y raiz joven se correlaciona negativamente con el porcentaje de
aminodcidos ramificados en dltima hoja expandida y positivamente con el
contenido de aminoécidos libres en este mismo orgenda actividad GPX
determinada en los distintas partes de la planta se correlaciona de forma
significativa y negativa con el contenido de leucina en meristdjren general, la
actividad GPX se correlaciona positivamente y de forma significativa con la
actividad GST: GPX de meristemo con GST de hoja joven y cotiledor@O(,

GST de cotiledones con GPX de hoja joven, ultima hoja expandi@20(p), hoja
media y cotiledones {0.05); GPX de raiz joven y cotiledones con GST de raiz
vieja.
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3.2. Experimentos con Vicia sativa

3.2.1. Andlisis del crecimiento

En la figura 3.11 se muestran los parametros de crecimiento analizados en
las plantas de veza: Peso seco de planta (PSP), pesos seco de la parte aérea (PSPA),
peso seco de raiz (PSR) y relacion raiz/parte aérea (RPA).
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Figura 3.11 Peso seco total de planta (PSP), peso seco de parte aérea (PSPA),
peso seco de raiz (PSR) y relacion raiz/parte aérea (RPA) de plahtasatilea
tratadas con imazamoRTI: Dias después del tratamiento con imazamox. Los
resultados son las medias + ES (n=8), y las diferencias entre medias son
comparadassando la MDS (<0.05)

El PSPy el PSPA no cambid significativamente con el imazamox en las
dos primeras cosechas, mientras que disminuyeron cerca del 35% después de una
semana de tratamiento con herbicida, y alcanz6 el 60% después de dos semanas
con ambas dosis. BISRaumentd con 250 uM de imazamox después de 1y 2 dias
de tratamiento, en cambio a los 14 dias no se apreciaron diferencias significativas
con respecto a las plantas control. RRA aumentd considerablemente con el
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tratamiento de imazamox, llegando a duplicarse con ambas dosis después de 7y 14
dias de tratamiento.

El analisis de varianza realizado a los pardmetros de crecimiento (datos no
mostrados), indica que la mayor fuente de variacién para el PSP y el PSPA fue la

interaccion tiempo-imazamox, mientras que en el caso del PSR y la RPA se debio6 a
la edad del cultivo.

3.2.2. Actividad acetohidroxiacido sintasa

La actividadacetohidroxiacido sintasa foliar de veza se expone en la
figura 3.12
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Figura 3.12. Actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja
joven y vieja de plantas dé sativa tratadas con imazamoRTI: Dias después

dd tratamiento con imazamox Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDEY.

En la hoja joven a corto plazo (1 dia) las plantas tratadas con 250 uM
presentaron mayor actividad que los controles, por el contrario a partir de los dos
dias de tratamiento de herbicida la actividad se inhibié de forma proporcional a la
dosis, llegando a reducirse el 50% con 100 uM y el 60% con 250 uM a los 14 dias.
En hoja vieja, en cambio, la actividad se estimulé desde el inicio del tratamiento,
alcanzando el maximo con la dosis de 100 uM a los 14 dias (50%).

En la figura 3.13 se observa que, en general, el tratamiento de imazamox
estimulé la actividad AHAS de raiz con ambas dosis, excepto a los 7 dias de
tratamiento con 100 pM, que disminuy6 con respecto al control. La actividad
AHAS en raiz se correlaciona negativamente y de forma significati¥a0®)<con
la actividad AHAS en hoja joven (Tabla 3.2).
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Figura 3.13. Actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en raiz de
plantas deév. sativa tratadas con imazamoRTI: Dias después del tratamiento con
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MD® @5).

3.2.3. Contenido de aminoéacidos totales y ramificados

Como se aprecia en la figura 3.14, en general a lo largo de la ontogenia en
hoja joven losaminoacidos libres totalesncrementaron con el imazamox, por el
contrario elporcentaje de aminoacidos libres ramificadosen este 6rgano se
redujo cerca del 50%. El contenido de aminoécidos libres totales de hoja joven se
correlaciona negativamente y de forma significativéd(@1) con el porcentaje de
aminoacidos libres ramificados en ese mismo 6rgano (Tabla 3.2). En hoja vieja los
aminoacidos libres totales aumentaron a los 1 y 2 dias de tratamiento de herbicida
con 250 uM, en cambio disminuyeron a partir de los 7 dias de imazamox,
alcanzando una reduccion del 20% a las dos semanas con ambas dosis. El
porcentaje de aminoacidos libres ramificados en hoja vieja se redujo ligeramente al
inicio del tratamiento con herbicida (1 y 2 dias), mientras que a los 7 y 14 dias se
incrementd con respecto al control, de hecho, con la dosis mayor a los 14 dias se
registré un aumento del 60%.

En la figura 3.15 se muestra el contenido de aminoacidos libres
ramificados: valina, leucina e isoleucina. En general, en hoja joven y vieja el
contenido devalina disminuy6é con el tratamiento de imazamox o no cambio
significativamente respecto al control a lo largo de la ontogenia, excepto con la
dosis mayor (250 uM) a los 14 dias. El imazamox redujo el contenitbucaa
en hoja joven, observandose las mayores diferencias respecto al control al inicio
del tratamiento (dia 1), donde disminuyd el 45% con ambas dosis, por tan sélo el
20% a los 14 dias. En hoja vieja la dosis menor no indujo grandes cambios en el
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contenido de leucina, mientras que la mayor (250 uM) incrementd la leucina en
todos los muestreos, de hecho a los 14 dias fue un 35% mayor respecto al control.
El contenido désoleucina en hoja joven disminuy6 en general con la dosis menor,
mientras que con la dosis mayor no se aprecia una tendencia clara. En hoja vieja el
contenido de isoleucina aument6 con ambas dosis, aunque con 100 uM lo hizo de
forma significativa sélo a los 7 dias de tratamiento, mientras que con la dosis de
250 pM este incremento se acentu6 con el tiempo, hasta alcanzar el 60% a los 14
dias.
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Figura 3.14. Aminoé&cidos libres totales y porcentaje de aminoacidos ramificados
libres en hoja joven y vieja de plantas\desativa tratadas con imazamokTI:

Dias después del tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES
(n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MIDES)P
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Figura 3.15. Contenido de aminodcidos libres ramificados: valina (val), leucina
(leu) e isoleucina (ile) expresado en [IgRF en hoja joven y vieja de plantas de
V. sativa tratadas con imazamoxXDTl: Dias después del tratamiento con

imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MBS (65).
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En la tabla 3.2 de correlaciones se observa que el peso seco de planta y de
pate aérea se correlaciona de forma positiva y significatiw0.(B) con el
porcentaje de aminoé&cidos ramificados en hoja joven, mientras que de forma
negativa y significativa @.05) con el porcentaje de aminoacidos ramificados en
hoja vieja. Por otro lado, la actividad AHAS en raiz se correlaciona positivamente
con el contenido en hoja vieja de valina (r=0.538ucina (r=0.642) e isoleucina
(r=0.645").

3.2.4. @ntenido de imazamox

En la figura 3.16 se expone el diagrama de barras correspondiente a la
cantidad damazamox acumulada en la hoja de las plantas de veza tratadas con
este herbicida. En hoja joven y vieja se acumulan cantidades muy similares de
imazamox. El herbicida se acumula de forma proporcional a la dosis empleada y al
tiempo de exposicion, de esta forma en ambos 6rganos el contenido de imazamox
mas elevado se registré a los 14 dias y con la mayor dosis, donde alcanzé cerca de
los 14 pg pogramo de peso fresco, lo que supone méas de 10 veces lo acumulado
después de 1 dia de tratamiento.

El contenido de imazamox en hoja joven y vieja se correlaciona
negativamente y de forma significativa<(P001) con la actividad AHAS en hoja
joven, pero positivamente £B.05) con la actividad AHAS en raiz (Tabla 3.2). El
contenido de imazamox en hoja vieja se correlaciona positivamente con la
concentracion de valina (r=0.64¥y leucina (r=0.773 ) en hoja vieja (Tabla 3.2).

[ 100 v imazamox B 250 M imazamox
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Figura 3.16. Contenido de imazamox, expresado en [tgP§ en hoja joven y
vieja de plantas d&/. sativa tratadas con imazamoXTIl: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDEY.
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3.2.5. Actividad glutation-S-transferasa

La actividadglutation-S-transferasa (Fig. 3.17) incremento en hoja joven
a lo largo de la ontogenia con ambas dosis de imazamox, de hecho se triplicé a los
7 dias de tratamiento, y se multiplico por 5 y por 2.5 con 100 y 250 uM,
respectivamente, a los 14 dias. En hoja vieja la actividad se estimuld con la dosis
de 100 uM, llegando a duplicarse a los 14 dias con respecto al control, mientras
que con 250 pM la actividad aumento6 (dia 1), no cambi6 significativamente (dia 2)
0 se inhibi6 (dias 7 y 14) respecto al control.

La actividad GST en hoja joven se correlaciona negativames@08)
con la actividad AHAS en este 6rgano (Tabla 3.2). Por otro lado, la actividad GST
de hoja vieja muestra una correlacion negativa con el contenido de aminoéacidos
totales (r= -0.762), valina (r= -0.837"), leucina (r= -0.812) e isoleucina (r=
-0.747") en hoja vieja (Tabla 3.2).
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Figura 3.17.Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en hoja joven y
vieja de plantas d&. sativa tratadas con imazamo@TI: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MDDGY.

En raiz de plantas tratadas con 100 uM de imazamox, la actividad GST
sblo cambié de forma significativa respecto al control a los 7 y 14 dias,
disminuyendo el 30% y el 20% respectivamente (Fig. 3.18). En general, con
250 uM la actividad se estimul6é desde el inicio del tratamiento (dia 1), llegando a
duplicarse con respecto al control a los 7 dias, excepto a los 14 dias, cuando esta
actividad se inhibio un 20%.
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Figura 3.18. Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en raiz de
plantas dé/. sativa tratadas con imazamoRTI: Dias después del tratamiento con
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la M[<0.05)

3.2.6. Actividad guaiacol peroxidada

En la figura 3.19 se representa la actividad guaiacol peroxidasa foliar de
veza.
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Figura 3.19. Actividad enzimatica guaiacol peroxidada (GPX) en hoja joven y
vieja de plantas dé&/. sativa tratadas con imazamo)OTI: Dias después del
tratamiento con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MIDDGY.
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En hoja joven la GPX mostré un comportamiento variable dependiendo del
tiempo de exposicion al herbicida. A los 1 y 2 dias de tratamiento aumento la
actividad con ambas dosis, a los 7 dias disminuy6, y a los 14 dias no hubo
diferencias significativas con 100 uM respecto al control y con 250 uM la
actividad se triplicé. En hoja vieja, en general, la actividad se estimul6 con la dosis
menor, llegando a triplicarse a los 14 dias, por el contrario con la dosis de 250 uM
la GPX se inhibi6 drasticamente (mas del 60%) en todos los muestreos realizados
(Fig. 3.19).
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Figura 3.20. Actividad enzimética guaiacol peroxidada (GPX) en raiz de plantas
de V. sativa tratadas con imazamoXTI: Dias después del tratamiento con
imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la ML<0.05)

La actividad GPX en raiz (Fig. 3.20) se inhibi6 con la dosis de 100 pM de
imazamox a lo largo del tiempo de exposicidn, excepto en el primer dia de
tratamiento. Por otro lado, con la dosis mayor esta actividad enzimatica decrecio
inicialmente (dias 1 y 2), sin embargo, a partir de la semana de tratamiento se
estimulé de forma drastica, multiplicandose por 2.5 a los 7 dias y triplicAndose a
los 14 dias.

El andlisis de la varianza de los datos correspondientes a la actividad GPX
(datos no mostrados), indica que la principal fuente de variacién en hoja joveny en
raiz fue la interaccion tiempo-imazamox, mientras que para la hoja vieja el factor
determinante de variabilidad fue el tratamiento herbicida. En la tabla 3.2 de
correlaciones se muestra que la actividad GPX en hoja joven se correlaciona
positivamente (80.05) con el contenido de imazamox acumulado en hoja joven y
hoja vieja. La actividad GPX de hoja vieja se correlaciona negativamett®%p
con la actividad AHAS de raiz.
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Tabla 3.1. Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), relacion raiz/parte a¢tes §8RAEtohidroxiacid
sintasa (AHAS) aminoécidos libres totales (AATT), porcentaje de amino&cidos libres ramificados (%aarr), contenido de leucina (Leu), contenido de imaztawidex (1Z)
glutation-S-transferasa (GST) y actividad guiacol peroxidada (GPX) en plafagaiblgris tratadas con imazamox a. Las abreviaturas seguidas de “Mer”, “Hj”, “dinf”,
“Cot”, “Rj" y “Rv” indican: meristemo, hoja joven, Gltima hoja expandida, hoja media, cotiledones, raiz joven y raiz vieja, respectivamente.

psp RPAAHASAHAS AHASAHAS AHAS AATT AATT %aarr%aarr Leu  1Z 7 17 yp GST GST GST GPX GPX GPX GPX GPX GPX
Mer Hj Hm Uh Cot Mer Uh Mer Uh Mer Mer | Hi Cot Rv Mer Hj Uh Hm Cot Rj

PSP 1.00(

RPA 0.13z 1.000

AHAS Mer -0.062-0.298 1.00(

AHAS Hj  -0.34(-0.2310.81% 1.000 Valor critico
AHAS Hm -0.26¢-0.398 0.161 0.144 1.00( P< 0.05 0.01
AHAS Uh  0.30(-0.1240.12:-0.261 0.57Z 1.000 0.514 0.641

AHAS Cot  0.08:-0.20290.39¢-0.322 0.64( 0.724 1.00(

AATT Mer -0.23( 0.1660.66:-0.57990.05(-0.230 0.21Z 1.000

AATT Uh  0.21¢ 0.0030.831-0.579 0.01¢ 0.242 0.62% 0.509 1.00(

%aarr Mer  0.51£-0.207 0.64% 0.5500.15¢ 0.12290.18:-0.7790.357 1.000

%aarr Uh -0.11:-0.094 0.92¢ 0.68690.074-0.2559.59¢-0.5930.95¢ 0.532 1.00(

Leu Mer 0.14¢ 0.024 0.66¢€ 0.6760.43¢-0.5140.687-0.4480.491 0.599 0.64< 1.000

I1Z Mer -0.16% 0.5370.65€-0.6330.34¢-0.264 0.22¢ 0.517 0.244-0.7190.421-0.405 1.00(

1Z Hj -0.13¢€ 0.5790.53¢€-0.5690.22:-0.18790.16( 0.363 0.087-0.6170.277-0.465 0.89: 1.000

I1Z Uh -0.127 0.5530.444-0.4880.19¢-0.2140.16¢ 0.308 0.041-0.5410.20¢-0.421 0.84z 0.983 1.00(

GST Hj -0.02€-0.04790.644-0.350 0.282 0.346 0.83% 0.450 0.831-0.3080.78:-0.619 0.027 0.023 0.02¢ 1.000

GST Cot  -0.15¢-0.2960.204-0.338 0.667 0.4120.75Z 0.380 0.24:-0.4100.302-0.6990.107-0.0179.027% 0.502 1.00(

GST Rv 0.28£-0.0039.841-0.645 0.01¢ 0.397 0.62¢ 0.412 0.91:-0.2879.90(-0.608 0.23% 0.136 0.07( 0.794 0.24¢ 1.000

GPX Mer  0.13£-0.1860.43€-0.435 0.55¢ 0.598 0.90( 0.4450.57¢-0.2320.59:-0.7200.157-0.1110.12¢ 0.771 0.79Z 0.630 1.00C

GPX Hj 0.10z-0.1800.23(-0.430 0.68¢ 0.7450.80¢ 0.336 0.30¢-0.2790.35¢-0.6700.14¢-0.1080.13% 0.474 0.81¢ 0.364 0.86% 1.000

GPX Uh 0.13(-0.163 0.02£-0.304 0.68¢ 0.807 0.63:-0.021 0.02£-0.1380.07¢€-0.5220.154-0.10090.11¢ 0.158 0.68¢ 0.089 0.567 0.877 1.00(

GPX Hm  0.22:-0.2820.05(-0.194 0.731 0.900 0.637-0.198 0.06¢ 0.0860.117-0.51890.262-0.2020.20% 0.182 0.53¢ 0.193 0.59¢ 0.800 0.89% 1.000
GPX Cot  0.38¢-0.1820.441-0.538 0.26: 0.392 0.601 0.394 0.58£-0.178-0.57-0.516 0.02¢-0.1310.16¢ 0.511 0.58Z 0.6300.73¢ 0.634 0.457 0.493 1.00(
GPX Rj 0.387 0.1380.51(-0.6120.077 0.591 0.61( 0.359 0.604-0.1420.577-0.4750.13Z 0.051 0.037 0.547 0.29< 0.547 0.607 0.630 0.49¢ 0.456 0.45¢ 1.000




Tabla 3.2. Matriz de coeficientes de correlacion simple entre las variables siguientes: Peso seco de planta (PSP), Peso seco de parte agcEgid@SPA),
acetohidroxiacidos sintasa (AHAS) aminoécidos libres totales (AATT), porcentaje de aminoacidos libres rarffifiead9s contenido de valina (Val), leucina (Let
isoleucina (lle), contenido de imazamox (1Z), actividad glutation-S-transferasa (GST) y actividad guiacol peroxidada (GPX) en\plsaites tl@tadas con imazamox. $.a
abreviaturas seguidas de “Hj", “Hv” y “R” indican: hoja joven, hoja vieja y raiz, respectivamente.

PSP PSPA AHAS apasRr AATT  AATT oo Hjskaarr HvVal Hv LeuHv lleHv  IZHj IZHv GST Hj GST Hv GPX Hj GPX Hv

Hj Hj Hv
PSP 1.000
PSPA 0.975 1.000
AHAS Hj 0.410 0.290 1.000 Valor critico
AHAS R 0.070 0.158 -0.578 1.000 P 0.05 0.01
AATTHj -0.400 -0.321 -0.499 0.376 1.000 0.514 0.641
AATT Hv 0.672 0.726 -0.282 0.681 -0.187 1.000
%aarr Hj 0.568 0.590 0.246 -0.212 -0.687 0.423 1.000
%aarr Hy -0.600 -0.536 -0.369 -0.252 0.410-0.554 -0.265 1.000
Val Hv 0.407 0.496 -0.504 0.539 -0.0370.763 0.433 0.083 1.000
Leu Hv 0.106 0.201 -0.728 0.642 0.253 0.619 0.063 0.241 0.878 1.000
lle Hv 0.004 0.086 -0.784 0.646 0.2800.574 0.021 0.265 0.846 0.974 1.000
IZ Hj -0.288 -0.216 -0.822 0.623 0.443 0.338 -0.172 0.382 0.651 0.830 0.922 1.000
1ZHv -0.265 -0.194 -0.803 0.638 0.369 0.390 -0.091 0.278 0.645 0.773 0.885 0.980 1.000

GST Hj -0.248 -0.259 -0.555 0.377 -0.2540.334 -0.042 -0.163 0.232 0.291 0.383 0.393 0.463 1.000

GST Hv -0.454 -0.512 0.407 -0.538 -0.004-0.762 -0.410 0.119 -0.832 -0.812 -0.748 -0.536 -0.498 -0.116 1.000

GPX Hj -0.051 -0.105 -0.052 0.149 0.023 0.085 0.002 0.160 0.319 0.324 0.435 0.553 0.578 0.007 -0.138 1.000

GPXHv -0.232 -0.201 0.071 -0.585 -0.105-0.427 0.029 0.142 -0.481 -0.442 -0.404 -0.362 -0.361 -0.026 0.485 -0.410 1.000
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4. Respuestas inducidas por imazamox en las simbio$thaseolus vulgaris-
Rhizobium tropici CIAT899 y Vicia sativa-Rhizobium leguminosarum bv viciae
VF39

En este experimento se estudia el efecto de la aplicacién del herbicida
imazamox en el crecimiento, contenido de pigmentos fotosintéticos, nutricion
mineral, actividad enzimatica acetohidroxiacido sintasa, contenido de aminoacidos
e imazamox acumulado, y metabolismo antioxidante en dos simlitosisdgaris-

R. tropici y V. sativa-R.l. viciae

Plantas de judiaP( vulgaris var. Coco Blanc) y vezaV( sativa var.
Corina) inoculadas con sus respectivos simbiontes, crecieron en cultivo
hidropdnico en camara de ambiente controlado. El tratamiento con imazamox (O,
100 y 250 pM) se adiciond a la solucion nutritiva en la etapa de crecimiento
vegetativo, dia 21 de cultivo en judia y dia 28 en veza. Ambas leguminosas fueron
recolectadas después de 7 dias de tratamiento con herbicida, coincidiendo con el
inicio de floracion.

4.1. Experimentos con Phaseolus vulgaris
4.1.1. Andlisis del crecimiento

El crecimiento expresado commeso seco de planta, parte aérea, raiz,
nédulo yrelacion raiz/parte aérea de plantas tratadas con imazamox se expone en
la tabla 4.1.

Tabla 4.1.Parametros de crecimiento: peso seco de planta (PSP), peso seco de parte aérea
(PSPA), peso seco de raiz (PSR) y peso seco de nddulo (PSN) expresados en g, y relacion
raiz/parte aérea de plantas Blevulgaris en simbiosis corR. tropici CIAT899 tratadas

durante 7 dias con imazamox (12).

1Z (UM) PSP PSPA PSR PSN RPA
0 1.65+0.03  1.45+0.08  0.202+0.02 0.030+0.002 0.140+0.016
100 1.23+0.08  1.1020.07  0.124+0.02 0.028+0.002 0.111+0.067
250 1.00£0.09  0.83+0.08  0.170+0.02° 0.022+0.002 0.208+0.021
P-valor x NS -
MDS(P<0.05)  0.220 0.195 0.055 0.006 0.055

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan pof0¥@5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.
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Los resultados (Tabla 4.1) muestran una disminucion del peso seco total de
planta (PSP) y de parte aérea (PSPA) proporcional a la dosis de herbicida utilizada.
En ambos parametros la reduccion detectada fue del 25 y 40% con 100 y 250 uM
de imazamox, respectivamente. El crecimiento de la raiz (PSR) se inhibié un 40%
con la dosis menor del herbicida, mientras que el peso seco de nédulos (PSN) no
vario significativamente con el tratamiento. tedacion raiz/parte aérea (RPA),
considerada como un indice de equilibrio entre raiz y parte aérea, aumenté de
forma significativa con 250 uM de imazamox.

4.1.2. Pigmentos fotosintéticos

En la tabla 4.2 se recogen los datos correspondientes al contenido foliar de
clorofilas, xantofilas y carotenos asi comopigmentos totalesen hoja joven y
vieja de judia: la hoja joven incluye hojas en crecimiento y la hoja adulta
corresponde a hojas totalmente expandidas.

Tabla 4.2 Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (X+C) y
pigmentos totales (PT), expresado en [{gP§, en hoja joven y vieja de. wulgaris en
simbiosis corR. tropici CIAT899 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Organo 1Z (UM) Cla Clb X+C PT
0 132.8+2.9 96.2¢0.9  10.2+0.8 2392433
Hoja joven 100 56.7+3.4 17.9+0.7  20.1+1.8 947+46
250 54.8+4.F 15.7¢1.3  20.7+1.9 911453

P-valor . - - -
MDS (P<0.05) 11.3 3.2 4.3 144
0 135.5+1.4  118.1#0.9  0.75+0.02 254416
Hoja vieja 100 133.1+0.8  108.2+1.7 1.40+0.03  2427+1f
250 103.3+6.2 39.6+2.4  30.04+1.08 1730493

P_valor . ok
MDS (P<0.05) 17.1 5.1 2.00 177

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05), las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan por05, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.
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En hoja joven, ambas dosis de imazamox provocaron una disminucién del
60% en el contenido delorofila a y del 80% erclorofila b. En hoja vieja, el
contenido de clorofila a no cambié significativamente con la dosis menor del
herbicida, mientras que con 250 UM se produjo un descenso cercano al 25%. En
esta hoja la clorofila b se redujo con ambos tratamientos, observandose un
decremento del 10% y del 70% con 100 y 250 uM de imazamox respectivamente
(Tabla 4.2). Por otra parte el herbicida incrementé el contenido de xantofilas y
carotenos en ambos tipos de hojas: en hoja joven los valores se duplicaron con
ambas dosis, y en hoja vieja el aumento mas drastico se registré con la dosis mayor
(250 pM). La concentracion total de pigmentos en hoja joven disminuyé el 60%
con 100 y 250 uM de imazamox, mientras que en hoja vieja sélo se redujo de
forma significativa (30%) con 250 puM.

4.1.3. Relacién carbono/nitrégeno

Los datos correspondientes al contenidocadono y denitrogeno en
parte aérea y raiz de plantas de judia tratadas con imazamox se muestran en la tabla
4.3.

Tabla 4.3 Porcentaje de nitrégeno (N), porcentaje de carbono (C), relacién carbono/nitrégeno
(C/IN) en parte aérea (PA) y raiz (R) y nitrogeno total por planka dglgaris en simbiosis con
R. tropici CIAT899 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

N (%) C (%) CIN N
1Z (LM) - - -
PA R PA R PA R mg/planta
0 4.53+0.02 2.92+0.02 44.8+0.f 39.0+0.2 9.87+0.0813.35+0.08 71.6+0.4

100 4.21+0.02 2.77+0.02 44.0+0.2 36.3+0.2 10.45+0.0313.09+0.08 49.8+0.2
250 4.23+0.01 2.83+0.0? 44.1+0.P 39.0+0.% 10.42+0.0413.81+0.26 40.0+0.f

*%% *%k% *% *%% *%% *% *%k%k
P-valor

MDS (P<0.05) 0.06 0.06 0.4 0.9 0.10 0.40 0.7

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente. Los
niveles de significacién se representan por0%05, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No significativo)

p>0.05.

El herbicida redujo el porcentaje de nitrégeno en parte aérea (7%) y en raiz
(4%) con ambas dosis respecto al control, también disminuye ligeramente el
porcentaje de carbono. Como resultado de estas variaciones, la relacion C/N
aumentod en parte aérea con ambas dosis (6%) y en raiz solo lo hizo con la mayor
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dosis (5%). El contenido de nitrégeno total por planta descendié alrededor del 30%
y del 40% con 100 pM y 250 uM de imazamox, respectivamente (Tabla 4.3).

4.1.4. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En el diagrama de barras de la figura 4.1 se muestran los resultados
correspondientes a kactividad acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en distintos
o6rganos de plantas de judia tratadas con imazamox. El herbicida reduce la
actividad AHAS en todos los érganos estudiados. No obstante, la disminucion mas
acusada (70%) se observa en hoja joven y nédulo con la mayor dosis de imazamox.
En hoja vieja y raiz esta enzima soélo se inhibié con 250 uM, disminuyendo a la
mitad su valor respecto al control.

] 0puM imazamox [ 100 M imazamox M 250 M imazamox

6.0
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o
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o
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% 1.5 A c a a a
g ’—Y_F;hb ]

0.0

Hoja joven Hoja adulta  Raiz Nodulo

Figura 4.1. Actividad enzimética acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja joven,
hoja vieja, raiz y nddulo de plantas Bevulgaris en simbiosis corR. tropici
CIAT899 tratadas con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las
diferencias entre medias son comparadas usando la MDDEY.

4.1.5. Contenido de aminoacidos totales y ramificados

Se evalud el contenido deninoacidos libres totalesy el porcentaje de
aminodcidos ramificadosen los distintos érganos vegetales analizados (Fig. 4.2).
El imazamox provoc6é un incremento de los amino&cidos libres totales en las
diferentes muestras estudiadas: en hoja (joven y vieja) cerca del 80% y en raiz
alrededor del 30% con ambas dosis, mientras que en nddulo solamente el 20% con
la dosis mas alta. En contraste, el herbicida disminuyé el porcentaje de
aminodcidos ramificados libres en los cuatro 6rganos estudiados (Fig. 4.2): el 40%

118



Resultados

en hoja joven y hoja vieja, el 20% en raiz, y en nédulo el 10% sélo con la dosis de
250 puM.
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Figura 4.2. Aminoacidos libres totales y porcentaje de aminoacidos ramificados
libres en hoja joven, hoja vieja, raiz y néduloRierulgaris en simbiosis cofR.

tropici CIAT899 tratadas con imazamox. Los resultados son las medias = ES
(n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDGS)P

El porcentaje de amino&cidos libres ramificados en hoja vieja y joven se
correlaciona positivamente y de forma significativaQ®5) con el contenido de
pigmentos totales en hoja joven y con el porcentaje de nitrdgeno en parte aérea
(Tabla 4.9).
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Tabla 4.4 Contenido de aminoéacidos libres ramificados: valina (val), leucina (leu) e
isoleucina (ile), expresado en pg §F, en hoja joven, hoja vieja, raiz y nédulo Rie
vulgaris en simbiosis coR. tropici CIAT899 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Organo 1Z (UM) Val Leu lle
0 34.37+0.24 47.07+0.54 27.09+0.98
Hoja joven 100 31.64+0.1% 45.39+0.18 38.72+0.28
250 31.18+0.18 44.92+0.2% 35.43+0.98
P-valor *
MDS (P<0.05) 0.63 1.26 3.00
0 34.27+0.33 47.64+0.27 27.99+0.28
Hoja vieja 100 31.67+0.59 46.87+0.62 30.850.86
250 31.690.15 46.32+0.83 31.310.81
P-valor *x NS *
MDS (P<0.05) 1.41 2.00 2.00
0 31.58+0.18 44.68+0.08 25.87+0.14
Raiz 100 31.29+0.08 44.31+0.08 26.53+0.04
250 30.950.02 44.33+0.02 26.64+0.03
P-valor * * *x
MDS (P<0.05) 0.40 0.28 0.28
0 33.32+1.01 44.80+0.22 25.89+0°17
Nédulo 100 31.75x0. 47 44.59+0.12 25.54+0°11
250 35.78+1.67 45.53+0.52 26.87+0%48
P-valor NS NS *
MDS (P<0.05) 4.00 1.09 1.09

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05), las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan pog0¥5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.
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Los datos relativos al contenido de cada aminoacido libre ramificado,
valina, leucina eisoleucina, se exponen en la tabla 4.4. El contenideatiea
disminuy6 (10%) en hoja joven y vieja con las dos dosis de herbicida, mientras que
en general este parametro no muestra cambios significativos en raiz y nddulo. La
concentracion déeucina s6lo cambié de forma significativa en hoja joven vy raiz,
reduciéndose alrededor del 5%. Por el contrario, el contenidsofieucina
aumento en hoja joven, el 30% con 100 pM y el 30% con 250 pM, en hoja vieja
(10%), y ligeramente en raiz y en nédulo.

4.1.6. Contenido de imazamox

En la figura 4.3 se muestran los datos correspondientantdnido de
imazamox encontrado en los distintos tejidos. El herbicida se acumulé
principalmente en raiz y nédulo, mientras que en hoja joven y hoja vieja los valores
obtenidos fueron inferiores. En hoja joven el imazamox se acumulé principalmente
con el tratamiento de 100 puM (4.5 veces mas que con 250 uM), mientras que en
hoja vieja no hay diferencias significativas entres las dos dosis.
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Figura 4.3. Contenido de imazamox en hoja joven, hoja vieja, raiz y nédulo de
P. vulgaris en simbiosis corR. tropici CIAT899 tratadas con imazamox. Los
resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son
comparadas usando la MDS (P85).

Al estudiar la tabla 4.9 se aprecia que el contenido de imazamox en raiz se

correlaciona de forma negativa con la concentracion de los aminoacidos
ramificados valina (r= -1.000***) y leucina (r= -0.999**) en hoja joven. En esa
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misma tabla se puede apreciar también que la concentracién de herbicida en hoja
vieja tiene una correlacion negativa con la actividad acetohidroxiacido sintasa en
hoja joven (r=-0.999**).

4.1.7. Actividad glutation-S-transferasa

La glutation-S-transferasa (GST) mostro la actividad mas elevada en raiz
con respecto al resto de érganos estudiados (Fig. 4.4). En general, con el
tratamiento herbicida esta enzima se estimul6 en todos los 6rganos, de hecho con la
dosis de 100 uM de imazamox los valores de GST se duplicaron en hoja joven y se
incrementaron el 60% en hoja vieja y el 30% en raiz y nddulo. Sin embargo, con la
dosis mas elevada de imazamox el aumento de actividad GST no fue tan marcado,

incrementandose sélo en hoja joven y nédulo (alrededor del 35%) con respecto al
control.
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Figura 4.4. Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en hoja joven, hoja
vieja, raiz y nddulo d®. vulgaris en simbiosis cofR. tropici CIAT899 tratadas

con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MD® @5).

4.1.8. Actividades antioxidantes

Las enzimas antioxidantgsiaiacol peroxidasa ysuperoxido dismutasa
se representan en la figura 4.5. En el nddulo se observaron los valores de actividad
guaiacol peroxidasa mas elevados con respecto al resto de 6rganos estudiados. El
imazamox estimulé esta actividad en hoja joven y vieja, aumentando en 4.5y 3.5
veces, respectivamente, con ambas dosis. Por el contrario, en raiz y nédulo se
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produjo un descenso en la actividad de esta enzima, en raiz del 25% con 250 uM y
en nddulo del 30-40% con ambas dosis.
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Figura 4.5. Actividades enziméticas guaiacol peroxidasa (GPX) y superoxido
dismutasa (SOD) en hoja joven, hoja vieja, raiz y noduldPdeulgaris en
simbiosis corR. tropici CIAT899 tratadas con imazamox. Los resultados son las

medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS
(P<0.05).

En la tabla 4.9 se presentan las correlaciones entre la actividad guaiacol
peroxidada (GPX) y otros parametros determinados en el experimento, del estudio
de esta tabla de correlaciones se deduce a@juex GPX de hoja joven y vieja
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presenta una correlacion negativa y significativa con pigmentos totales en hoja
joven, porcentaje de nitrdgeno en parte aérea, porcentaje de aminoacidos
ramificados en hoja joven y vieja y contenido de valina en hoja Jgja&n
cambio, la GPX de hoja joven y vieja presenta una correlacion positiva y
significativa con contenido de aminoacidos totales en hoja joven y ¢leja;
actividad GPX nodular se correlaciona positivamente con el contenido de valina
(r=1.00***) y leucina (r=0.999**).

El herbicida caus6é un aumento de la actividad superéxido dismutasa en
hoja joven, siendo los valores 3 y 5 veces superiores al control con las dosis 100 y
250 puM, respectivamente (Fig. 4.5). Un comportamiento similar se registré en hoja
vieja y en raiz, aunque en este ultimo 6rgano el efecto producido por la dosis mas
elevada del herbicida fue menor. Por el contrario, en ndédulo esta actividad no
cambi6 significativamente con 250 uM de imazamox y disminuyd (15%) con
100 pM.
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4.2. Experimentos con Vicia sativa
4.2.1. Andlisis del crecimiento

Los pardmetros de crecimiento se exponen en la tablgl4Bso seco de
planta (PSP) disminuyd ligeramente con el tratamiento herbicida, aunque las
variaciones en este parametro no fueron significativas, en cambio el crecimiento de
la parte aérea (PSPA) se inhibié un 35% con la dosis mayor de imazamox.
Contrario a lo comentado anteriormentepe$o seco de raitPSR) aumentd con
la dosis mayor cerca del 30%, esto provocd un incremento earldeion
raiz/parte aérea (RPA) que duplicé su valor con dicho tratamientqesb seco
de nddulo(PSN) no se afecté con 100 pM, pero se redujo a la mitad con 250 pM.

Tabla 4.5 Parametros de crecimiento: peso seco de planta (PSP), peso seco de la parte aérea
(PSPA), peso seco de raiz (PSR), expresados en g, peso seco de nddulo (PFN), expresado en
mg, y relacion raiz/parte aérea de plantad/dsativa en simbiosis cofRl. viciae VF39

tratadas durante 7 dias con imazamox (1Z).

1Z (UM) PSP PSPA PSR PSN RPA

0 0.1140.01  0.08+0.01 0.023+0.001 1.64+0.15  0.29+0.03

100 0.09+0.01 0.07+0.61 0.023+0.002 1.68+0.17  0.33+0.03

250 0.08+0.01 0.05x0.61 0.030£0.003 0.87+0.08  0.59+0.08
p-valor NS - x - -

MDS (P<0.05) 0.02 0.02 0.007 0.41 0.12

Los resultados (+ ES) son la media de 8 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan pog0*5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.

4.2.2. Pigmentos fotosintéticos

En la tabla 4.6 se muestran los parametros relacionados contehido
de pigmentos foliares En hoja joven el herbicida no indujo cambios significativos
en el contenido de clorofila a, clorofila b, xantofilas y carotenos, ni en los
pigmentos totales. En hoja vieja la clorofila a sélo disminuy6 con la dosis mayor
(40%) vy la clorofila b lo hizo proporcionalmente a la dosis de herbicida aplicada al
cultivo (25% y 70%). Las xantofilas y carotenos disminuyeron un 20% con la dosis
250 pM y consecuentemente el contenido de pigmentos totales se redujo el 50%
con ese mismo tratamiento.
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Tabla 4.6. Contenido de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), xantofilas y carotenos (X+C) y
pigmentos totales (PT), expresado en [t¢H, en hoja joven y hoja vieja de sativa en
simbiosis corR.l. viciae VF39 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Organo 1Z (UM) Cla Clb X+C PT
0 40.2+0.5 13.1+0.6 16.01.0 693+10
Hoja joven 100 43.7+1.9 11.621.0 19.8+1.5 751430
250 43.6+2.8 10.9+1.8 19.2+0.8 737445

P-valor NS NS NS NS

MDS (P<0.05) 6.3 2.7 3.7 100

0 117.3+7.8  55.4+1.F 29.6+1.4°  2023+96

Hoja vieja 100 106.0+4.5  40.7+1.7 32.743.2 1794+8%

250 65.643.3 17.1+1.1 22.61.7 1053+56

P-valor ik x ik
MDS (P<0.05) 17.3 35 7.1 254

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan por0'@5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.

4.2.3. Nutricion mineral

El contenido denitrégeno y de carbono en plantas de veza tratadas con
imazamox se expone en la tabla 4.7. El herbicida aumenté levemente el porcentaje
de nitrégeno de parte aérea y redujo el porcentaje de carbono, disminuyendo la
relacion C/N alrededor del 10% con ambas dosis. En raiz el porcentaje de
nitrdgeno aumentd cerca del 20% con respecto al control, mientras que el de
carbono incrementé ligeramente, por lo que la relacion C/N disminuy6 el 15% con
las dos dosis. El contenido digrégeno total por planta sélo present6 diferencias
significativas con el tratamiento de 250 uM, disminuyendo su valor un 15%.

126



Resultados

Tabla 4.7. Porcentaje de nitrdgeno (N), porcentaje de carbono (C), relacién carbono/nitrégeno
(CIN) en parte aérea (PA) y raiz (R) y nitr6geno total por plani dativa en simbiosis con
R.. viciae VF39 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

N (%) C (%) CIN N
1Z (UM) N S —
PA R PA R PA R mg/planta
0 2.80+0.08 2.73+0.05 44.5+0.2 36.3+0.% 15.91+0.28 13.36+0.38 2.99+0.08

100 3.0310.02 3.36+0.0f% 42.7+0.f 38.9+0.F 14.12+0.1% 11.59+0.05 2.94+0.0F
250 2.85+0.02 3.26+0.03 40.4+0.f 36.3+0.2 14.15+0.1411.12+0.182.52+0.0%

*%% *%k% *%k% *%% *%k%k *%k% *%%
P-valor

MDS (P<0.05) 0.10 0.09 0.4 0.9 0.58 0.70 0.09

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente. Los
niveles de significacion se representan pai0*p5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No significativo) p>0.05.

4.2.4. Actividad acetohidroxiacido sintasa

En el diagrama de barras de la figura 4.6 se muestractlgidad
acetohidroxiacido sintasa(AHAS) en los distintos 6rganos de veza. En nédulo y
en hoja joven de plantas control es donde se observd la mayor actividad
enzimatica. Especialmente, en hoja joven es donde el imazamox inhibié la
actividad AHAS, reduciendo su valor un 90% respecto al control, aunque en hoja
vieja la disminucion fue del 60% con ambas dosis y en nodulo del 60% con
100 uM y del 70% con 250 uM. Por el contrario, en raiz, con la dosis menor del
herbicida esta actividad enzimética aument6 cerca del 70%, mientras que con la
dosis mayor disminuyé alrededor del 30%.
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Figura 4.6. Actividad enzimética acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en hoja joven,
hoja vieja, raiz y nddulo de plantasdesativa en simbiosis coml. viciae VF39
tratadas con imazamox. Los resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias
entre medias son comparadas usando la MBS.(B).

4.2.5. Contenido de aminoacidos totales y ramificados

El contenido deaminoécidos libres totalesasi como el porcentaje de
aminodcidos ramificadosse cuantificd en los distintos érganos de plantas de veza
tratadas con imazamox (Fig. 4.7). El diagrama de barras muestra que no se
produjeron cambios significativos en el contenido de aminoacidos libres totales en
hoja joven, hoja vieja y nddulo, mientras que en raiz se incrementé casi el 50% con
ambas dosis. El porcentaje de aminoacidos ramificados libres no cambid
significativamente con la aplicacién de imazamox tanto en hoja joven como en
nédulo, sin embargo, en hoja vieja aumento el 10% y por el contrario en raiz
disminuyd alrededor del 30%.

128



Resultados

] 0pMimazamox [ 100 M imazamox B 250 M imazamox

0.100
m a
Q. 0.075 - ara
£ ] a ¢ b
D 0.050 -
I Cc
1S d
(%]
2
S 0.025 A
0.000
Hoja joven Hoja vieja  Raiz Nodulo
28
a
21 A b2
C
_ ada = bl aad
e\i P
(7)) 14 7
o
©
@
L
<
<
0
Hoja joven Hoja vieja Raiz Noédulo

Figura 4.7. Amino&cidos libres totales y porcentaje de aminoacidos ramificados
libres en hoja joven, hoja vieja, raiz y ndédulo de plantas/.deativa en
simbiosis corR.. viciae VF39 tratadas con imazamox. Los resultados son las
medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son comparadas usando la
MDS (P<0.05).

Los datos relativos al contenido de cada aminoé&cido libre ramificado,
valina, leucina e isoleucina, se exponen en la tabla 4.8. La concentraviimde
en hoja joven se redujo con el tratamiento herbicida (cerca del 12% con ambas
dosis), en hoja vieja se incremento6 el 9% con 250 uM y alrededor del 5% en raiz
con ambas dosis. El contenido ldacina disminuyé ligeramente en hoja joven y
en hoja vieja aumento el 8% respecto al control, con la dosis mas elevada.
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Tabla 4.8 Contenido de aminoéacidos libres ramificados: valina (val), leucina (leu) e
isoleucina (ile), expresado en pg BF en hoja joven, hoja vieja, raiz y néduloveativa

en simbiosis coR.l. viciae VF39 tratadas durante 7 dias con imazamox (12).

Organo 1Z (UM) Val Leu lle
0 38.21+0.48 46.62+0.12 28.69+0.17
Hoja joven 100 33.02+0.18 45.70+0.07 27.150.07
250 33.850.1% 46.14+0.07 27.310.18
P-valor *
MDS (P<0.05) 0.89 0.28 0.40
0 34.20+0.283 46.89+0.2% 27.12+0.24
Hoja vieja 100 35.52+0.1% 48.54+0.26 30.69+0.20
250 37.161.03 50.64+0.89 32.07+0.89
P-valor * *x *
MDS (P<0.05) 2.00 2.00 2.00
0 30.83+0.07 44.44+0.10 25.46+0.05
Raiz 100 32.27+0.13 44.63+0.15 25.78+0.68
250 31.64+0.02 44.31+0.02 25.47+0.01
P-valor Fkk NS *x
MDS (P<0.05) 0.28 0.35 0.20
0 34.39+0.78 48.72+1.41 27.64+0.66
Nédulo 100 37.28+1.37 49.05+0.71 31.40%1.09
250 35.94+1.80 49.24+1.98 30.71+1.95
P-valor NS NS NS
MDS (P<0.05) 6.32 6.32 6.32

Los resultados (+ ES) son la media de 6 réplicas. Las medias se compararon usando el valor de MDS
(P<0.05). Las medias seguidas de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente.
Los niveles de significacion se representan pog0¥5, **p<0.01, ***p<0.001 y NS (No
significativo) p>0.05.
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El contenido désoleucina en hoja joven descendié el 5% con ambas dosis,
en hoja vieja aumentd cerca del 15%, mientras que en raiz no se produjeron
cambios. En la tabla 4.8 se observa que en nédulo el tratamiento con imazamox no
provoca cambios significativos en el contenido de valina, leucina e isoleucina.

4.2.6. Contenido de imazamox

Los datos correspondientes al contenidoirdazamox en los distintos
organos de veza se recogen en el diagrama de la figura 4.8. El imazamox se
acumul6 en mayor medida en todos los érganos con la dosis de 250 uM, cerca de 5
veces mas en ambos tipos de hojas y el doble en raiz y nédulo respecto a los
valores de la dosis de 100 uM. Ademas, hay que resaltar que el herbicida se
acumul6 principalmente en la parte aérea de la planta (hoja joven y vieja),
detectandose en raiz y en nddulo, con la dosis mas elevada de imazamox, valores
aproximadamente 4 veces inferiores a los de la parte aérea.
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Figura 4.8. Contenido de imazamox (1Z) en hoja joven, hoja vieja, raiz y ndédulo
de V. sativa en simbiosis corRl|. viciae VF39 tratadas con imazamox. Los
resultados son las medias + ES (n=6), y las diferencias entre medias son
comparadas usando la MDS (P85).

Al estudiar la tabla 4.10 se aprecia que el contenido endbégeno de
imazamox en hoja vieja se correlacionan de forma negativa con el contenido de
pigmentos totales de este organo (r= -0.999**). En esa misma tabla se puede
apreciar también que la concentracion de herbicida en raiz y ndédulo tiene una
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correlacion positiva y significativa con el contenido de valina y leucina en hoja
vieja.

4.2.7. Actividad glutation-S-transferasa

La actividadglutation-S-transferasa (GST), se representa en la figura 4.9.
Los resultados ponen de manifiesto que la utilizacién de herbicida indujo un
aumento de esta actividad en todos los érganos estudiados de forma proporcional a
la dosis aplicada. Este incremento fue mas drastico en hoja joven, donde el
tratamiento de 100 uM triplicé los valores de actividad del control y el de 250 uM
los multiplicé casi por 5. En hoja vieja la dosis mas baja apenas aumenté la
actividad, pero ésta enzima duplicé su valor respecto al control con 250 uM. La
raiz fue el érgano de la planta donde el control mostré mayor actividad, aunque
también fue donde menos efecto tuvo el tratamiento herbicida (incremento del
30%). En nédulo la actividad GST se estimuld el 50% con la dosis mas baja y se
duplico con la més alta.
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Figura 4.9. Actividad enzimatica glutation-S-transferasa (GST) en hoja joven, hoja
vieja, raiz y nodulo d&/. sativa en simbiosis coriRl. viciae VF39 tratadas con
imazamox. Los resultados son las medias = ES (n=6), y las diferencias entre
medias son comparadas usando la MD® @5).
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4.2.8. Actividades antioxidantes

La figura 4.10 muestra los resultados de las actividades antioxidantes
guaiacol peroxidasa(GPX) y superoxido dismutasa (SOD) en los distintos
organos estudiados. En general, se observa que la actividad GPX es mas elevada en
parte aérea (hoja joven y vieja) que en raiz y nédulo. El imazamox incremento esta
enzima cerca del 50% en hoja joven y la multiplicé por mas de 2 en hoja vieja. En
la raiz la GPX se estimul6 con la dosis de 100 uM, siendo 2 veces superior
respecto al control; sin embargo, con la dosis mas elevada disminuyd un 25%. En
nédulo se inhibié de forma proporcional a la dosis aplicada al cultivo, el 40% con
el tratamiento de 100 uM y el 60% con el de 250 pM.
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Figura 4.10 Actividades enzimaticas guaiacol peroxidasa (GPX) y superéxido
dismutasa en hoja joven, hoja vieja, raiz y nddulo d¥. dativa en simbiosis con

R.. viciae VF39 tratadas con imazamox. Los resultados son las medias 188 (n=6),
y las diferencias entre medias son comparadas usando la MDS%F
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La actividad guaiacol peroxidasa de hoja joven se correlaciona
negativamente y de forma significativa<(P05) con la actividad acetohidroxiacido
sintasa y el contenido de isoleucina de este 6rgano (Tabla 4.10). . En esta misma
tabla se puede apreciar también que el porcentaje de aminoacidos ramificados en
hoja joven tiene una correlacion positiva con la actividad guaiacol peroxidasa de
raiz (r= 1.00***),

La aplicacion de imazamox estimula la actividagberéxido dismutasa
(SOD) en todos los érganos estudiados (Fig. 4.10). En hoja joven y vieja esta
enzima incrementd proporcionalmente a la dosis de herbicida, de hecho con
250 uM se multiplicé por 4, aproximadamente, en ambos érganos. En raiz la dosis
menor no provoco cambios significativos en la actividad SOD, pero cou\2se
multiplic6 por 2.5. En general en nédulo no se observaron alteraciones
significativas de esta actividad enzimatica con los distintos tratamientos.
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Tabla 4.9. Matriz de coeficientes de correlacién simple entre las variables siguientes: pigmentos totales (PT), porcentaje de nitrdgeno en la parte aérea (%
acetohidroxiacido sintasa (AHAS), aminoacidos libres totales (AA tot), porcemagenimoacidos libres ramificados (%aarr), contenido de valina (Val), leucina |
isoleucina (lle), contenido de imazamox (1Z) y actividad guiacol peroxidada (GPX)en plaRtasildgris en simbiosis comR. tropici CIAT899 tratadas con imazamdxos
simbolos seguidos de “Hj", “Hv”, “R” y “N” indican hoja joven, hoja vieja, raiz y nédulo respectivamente.
PT HjPT Hv % N AHASAHASAHASAA totAA totAA tot %aart %aart Val Val Leu Leu lle lle 1Z 1z IZ GPX GPX GPX GPX
PA Hj Hv N Hi Hv N Hf Hv Hj Hv Hj Hv Hj Hv Hv R N Hf Hv R N

PTHj  1.000
PTHv  0.627 1.000
% N PA 0.996 0.557 1.000

AHAS  0.972 0.794 0.947 1.000 Valor critico
AHAS  0.705 0.995 0.639 0.852 1.000 <P0.050 0.010
AHAS N 0.954 0.364 0.976 0.855 0.458 1.000 0.997 0.999

AAtot -0.996-0.553-1.000-0.946-0.636-0.977 1.000

AAtot -0.999-0.593-0.999-0.960-0.673-0.966 0.999 1.000

AAtot N -0.939-0.858-0.905-0.994-0.906-0.791 0.903 0.923 1.000

%aarr Hj 1.000 0.614 0.997 0.967 0.692 0.959-0.997-1.000-0.932 1.000

%aarr Hv 0.999 0.602 0.998 0.964 0.681 0.963-0.998-1.000-0.927 1.000 1.000

ValHj 0.994 0.711 0.980 0.992 0.780 0.914-0.979-0.988-0.972 0.992 (L98¥

ValHv  1.000 0.606 0.998 0.965 0.685 0.961-0.998-1.000-0.929 1.000 D®®T 1.000

LeuHj 0.983 0.761 0.963 0.999 0.824 0.881-0.961-0.974-0.986 0.979 0.9%6 0.977 1.000

LeuHv 0.917 0.886 0.878 0.985 0.929 0.754-0.876-0.899-0.998 0.910 0.968 0.906 0.9751.00(

lleHj -0.956-0.370-0.978-0.859-0.464-1.000 0.979 0.968 0.795-0.960 -@%B5F-0.963-0.8840.75¢ 1.000

lleHv  -0.994-0.707-0.981-0.991-0.776-0.916 0.980 0.989 0.970-0.992 -1 940-0.991-0.9970.95¢ 0.919 1.000

IZHv  -0.981-0.766-0.960-0.999-0.828-0.878 0.959 0.972 0.988-0.978 -@®B%-0.976-1.0000.977 0.881 0.996 1.000

IZR -0.991-0.728-0.975-0.995-0.795-0.904 0.974 0.984 0.977-0.988 0. 98%-0.987-0.9990.96% 0.906 1.000 0.998 1.000

IZN -0.907-0.897-0.866-0.981-0.938-0.738 0.864 0.888 0.997-0.900 -M&BE-0.895-0.9691.00( 0.742 0.947 0.971 0.956 1.000

GPX Hj -0.998-0.573-1.000-0.953-0.655-0.972 1.000 1.000 0.913-0.999-0.989-0.999-0.9680.88¢ 0.973 0.985 0.966 0.979 0.876 1.000

GPX Hv -0.998-0.579-1.000-0.956-0.660-0.970 0.999 1.000 0.916-0.999 -N(R%-0.999-0.9700.891 0.972 0.986 0.968 0.980 0.880 1.000 1.000
GPXR 0.671 0.998 0.603 0.827 0.999 0.417-0.600-0.638-0.886 0.658 0.887 0.650 0.7970.911-0.422-0.746-0.801-0.766-0.921-0.619-0.625 1.000
GPX N 0.992 0.719 0.978 0.993 0.787 0.909-0.977-0.986-0.974 0.990 0.988 0.989 0.9980.95¢-0.912-1.000-0.998-1.000-0.952-0.982-0.983 0.758 1.000




Tabla 4.10. Matriz de coeficientes de correlacion simple entre lambis siguientes: pigmentos totales (PT), porcentaje de nitrégeno en la parte aérea (%N PA
acetohidroxiacido sintasa (AHAS), aminoacidos libres totales (AA tot), porcentaje de aminoacidos libres ramificados (%aarr), contenido de valiran@/@lpu)
isoleucina (lle), contenido de imazamox (I1Z) y actividad guiacol peroxidada (GPX)en plantasatiga en simbiosis corRl. viciae VF39 tratadas con imazamolxos
simbolos seguidos de “Hj", “Hv”, “R” y “N” indican hoja joven, hoja vieja, raiz y nédulo respectivamente.
PT HjPT Hv % N AHASAHASAHASAA totAA totAA tot %aart %aart Val Val Leu Leu lle lle 1Z 1z IZ GPX GPX GPX GPX
PA Hj Hv N Hi Hv N Hf Hv Hj Hv Hj Hv Hj Hv Hv R N Hf Hv R N

PTHj  1.000
PTHv -0.502 1.000
% N PA 0.831 0.065 1.000

AHAS -0.969 0.701-0.666 1.000 Valor critico
AHAS -0.961 0.723-0.643 1.000 1.000 <P0.050 0.010
AHAS N -0.911 0.814-0.527 0.985 0.990 1.000 0.996 0.999

AAtot -0.990 0.373-0.901 0.923 0.911 0.843 1.000

AAtot -0.499-0.499-0.897 0.267 0.238 0.097 0.617 1.000

AAtotN 0.772 0.163 0.995-0.589-0.565-0.441-0.855-0.936 1.000

%aarr Hj 0.531 0.466 0.913-0.304-0.275-0.135-0.647-0.999 0.949 1.000

%aarr Hv 0.872-0.861 0.452-0.966-0.974-0.996-0.793-0.011 0.362 0.049 1.000

ValHj -0.997 0.567-0.785 0.985 0.979 0.940 0.976 0.431-0.721-0.465 -0L 90X

ValHv  0.688-0.973 0.168-0.847-0.863-0.926-0.578 0.286 0.070-0.249 @9%& 1.000

LeuHj -0.964 0.253-0.949 0.867 0.852 0.768 0.992 0.711-0.913-0.738-0.B¥0-0.470 1.000

LeuHv 0.683-0.974 0.161-0.843-0.859-0.924-0.572 0.292 0.063-0.255 -0.933 1.000-0.4641.00(

lleHj -0.991 0.612-0.750 0.993 0.989 0.958 0.962 0.380-0.681-0.415-@%2E-0.778 0.9200.77< 1.000

lle Hv 0.878-0.854 0.463-0.970-0.977-0.997-0.801-0.023 0.374 0.062 -D®IA 0.951-0.7190.94¢-0.934 1.000

1Z Hv 0.468-0.999-0.104-0.673-0.695-0.791-0.337 0.533-0.201-0.500 @&Bk 0.963-0.2160.965-0.581 0.834 1.000

IZR 0.669-0.979 0.142-0.833-0.849-0.916-0.556 0.311 0.044-0.274 @9%7 1.000-0.4471.00(-0.761 0.943 0.970 1.000

IZN 0.651-0.983 0.118-0.820-0.837-0.906-0.537 0.333 0.020-0.296 @988 0.999-0.4260.99¢-0.746 0.935 0.975 1.000 1.000

GPXHj 0.981-0.661 0.706-0.999-0.996-0.974-0.943-0.319 0.632 0.355 -©0.9891 0.817-0.8930.81:-0.998 0.955 0.632 0.802 0.787 1.000

GPX Hv 0.999-0.532 0.810-0.977-0.970-0.925-0.984-0.467 0.749 0.501 M&&% 0.714-0.9540.70¢-0.995 0.895 0.499 0.695 0.678 0.987 1.000
GPXR 0.507 0.491 0.901-0.276-0.247-0.106-0.624-1.000 0.939 1.000-0.820-0.277-0.7180.28:-0.388 0.033-0.525-0.302-0.324 0.328 0.476 1.000
GPX N -0.869 0.864-0.447 0.965 0.972 0.996 0.790 0.005-0.357-0.043-0.000-0.957 0.7060.95¢ 0.927-1.000-0.844-0.949-0.941-0.949-0.886-0.014 1.000
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Discusion

1. Seleccion de cepas de Rhizobiutolerantes a herbicidas

Las propiedades bioquimicas del suelo, intimamente relacionadas con la
fertilidad de éste, dependen en buena parte de la biomasa microbiana. Se ha
estudiado profundamente la respuesta de la microflora edéfica a la accion directa o
indirecta de herbicidas (Edwards, 1989, Dzantor y Felsot, 1991, Johnsen et al.,
2001, Lupwayiet al, 2004, Bunemann et al., 2006, Lo, 2010), sin embargo la
relacion entre las diferentes estructuras de los pesticidas con su impacto en los
microorganismo del suelo no son faciles de predecir, dado que el alcance de los
efectos provocados depende de numerosos factores, tales como tipo de suelo,
clima, propiedades fisico-quimicas del compuesto, caracteristicas de la biomasa
microbiana, etc. (Chowdhuret al.,, 2008). Algunos pesticidas estimulan el
crecimiento de la biomasa microbiana (Goraeal., 2009, Pampulhet al., 2007),
otros la inhiben (Niemét al., 2009) y otros no tienen efectos sobre ella (Cratzet
al., 2010).

Se ha descrito que las sulfonilureas, pertenecientes al grupo de herbicidas
inhibidores de la enzima AHAS, provocan escasos efectos en la microflora del
suelo cuando son aplicados en cantidades equivalentes a la dosis recomendada en
campo, mientras que dosis superiores si ejercen un efecto inhibidor en la biomasa
microbiana y en sus actividades bioquimicas (Sofo et al., 2012). Tampoco se han
detectado efectos adversos en los procesos microbioldgicos del suelo tras la
aplicacion del herbicida imazetapir, perteneciente a la familia de las
imidazolinonas, utilizando dosis de campo, pero con dosis superiores se observa
decrecimiento de la biomasa microbiana (Perucci y Scarponi, 1994, ghahg
2010). En una investigacion desarrollada en sistema de microcosmos con suelo
contaminado con imazamox se observaron inicialmente decrementos significativos
en el contenido de biomasa en comparacion con suelos no tratados, pero esta
inhibicion no excedio el 25% y la biomasa microbiana volvio a los valores iniciales
en diferentes momentos del estudio, dependiendo de las condiciones de incubacion
(Vischettiet al., 2002).

La tolerancia de especies &hizobiumfrente a herbicidas es variable,
dependiendo del tipo de herbicida y de la especie de que se trate, por ejemplo,
muchas especies han mostrado tolerancia a atrazina o dicamba (Drouin et al.,
2010), otras son sensibles al glifosato o al linuron (Zoleibéd., 2010, Khan et al.,
2006)e incluso algunas especies son capaces de degradar benzonitrilos €Holtze
al., 2008). Con respecto a los herbicidas inhibidores de la AHAS, también se ha
encontrado una gran variabilidad en las respuestas de los rizobios, asi, en
experimentos realizados con suspensiones Bdadyrhizobium japonicunse
comprobd que el imazaquin inhibe el crecimiento de las cepas ensayadas (Arruda
et al, 2001) y esta reduccion llega a ser del 40% cuando se aplica imazetapir,
(Procopio, 2004). Por el contrario, se ha demostrado que otras especies de
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Rhizobiumson tolerantes a altas dosis de inhibidores de la enzima AHAS, como
Rhizobium meliloty Rhizobium leguminosarubv trifolii frente a clorsulfurén, un
herbicida perteneciente a la familia de las sulfonilureas (Martensson y Nilsson,
1989), oSinorhizobium melilotgque es capaz de crecer con altas concentraciones
de imazamox (BlaZinkoet al., 2009).

En este trabajo se comprobd que en general las 4 cepas empleadas
presentaron alta tolerancia al imazamox (Fig. 1.2 y 1.6) coincidiendo con los
trabajos de Santat al. (2006), en el que se describe baja toxicidadRanapici
cuando esta especie es tratada con imazamox y de Goatzalef1996), donde se
sefala la tolerancia de R. leguminosahiavar viciaeal herbicida imazetapir.

En la figura 1.2 se comprueba que la cepd&déropici presentd mayor
tolerancia al herbicida que la cepaRleetl, pues la poblacién de la primera se
inhibié en menor proporcion que la de la segunda. R. tropici se ha catalogado como
un nodulante oportunista de judia con un amplio rango de hospedador (Hernandez-
Lucaset al, 1995) y se ha sefialado que, en general, las cedastad®pici y en
concreto la CIAT899, son muy eficientes en la fijacion simbidticadgilingria y
Franco, 1993), siendo mas competitivas que las cepaR.detli en ciertas
condiciones (Vlassa&t al, 1996); de hecho son mas exitosas en la nodulacion de
judia en condiciones &cidas (Graha&mal., 1994), son mas tolerantes a altas
temperaturas (Martinez-Romero et al., 1991, Hungria y Franco, 1993, Miehiels
al., 1994, Mostasso et al., 2002) y algunas cepas estan bien adaptadas a suelos
arenosos (Acosta-Duran y Martinez-Romero, 2002). Con respecto a las cepas de
R.l. viciae no se ha encontrado en la literatura ningun estudio comparativo entre
las cepas VF39 y UPM791. En este trabajo se encontré que la cepa VF39 mantuvo
un mayor porcentaje de poblacién en el microcosmos al cabo de 14 dias de
experimentacion que la cepa UPM791 (Fig. 1.5). También en cierta medida las
determinaciones de actividad AHAS en suspensiones bacterianas incubadas con el
herbicida indicaron una mayor tolerancia de las cepas CIAT899 y VF39 (Fig. 1.3y
1.7).

Las diferencias en las respuestas de las distintas cepas pueden venir dadas
por diversos factores o por la combinacion de varios de ellos. En los casos en los
que el herbicida provocd inhibicién de la poblacién de los microcosmos es posible
quea) el herbicida alcanzara la enzima AHAS, inhibiendo de esta forma la ruta de
sintesis de los amino&cidos valina, leucina e isoleuciig la inhibicion del
crecimiento se debiera a la toxicidad de algun ingrediente de la formulacion del
producto.

a) En bibliografia se ha documentado la inhibicién de la actividad AHAS de
bacterias por imidazolinonas, de hecho, el modo de accién de esta clase de
herbicidas se dilucido precisamente en estudiosSetmonella typhimuriuren un
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trabajo de Larossa y Schloss (1984) donde se identifico la enzima AHAS como
diana de estos compuestos. La inhibicion del crecimiento provocada por imazamox
puede por tanto estar relacionada con una interferencia en la sintesis de
aminodcidos ramificados, cuando los niveles de éstos no pueden sostener mas
crecimiento (Shanest al., 1984) o cuando el nivel de un intermediario de la ruta

de sintesis, como el cetobutirato, alcanza valores criticos, lo que puede resultar
toxico para la bacteria (Larosegal., 1987).

b) Segun Malkomes (2000) los excipientes presentes en las formulaciones
comerciales de los agroquimicos, tales como coadyuvantes o aditivos pueden
afectar a los microorganismos y en ciertos casos hasta modificar el efecto de los
propios agroquimicos, de hecho en muchos casos el dafio inducido por las
formulaciones comerciales es superior al ejercido por sus principios activos, lo que
sugiere la presencia de componentes nocivos en los excipientes con un efecto
citotoxico aditivo (Stark y Walthall, 2003), asi por ejemplo, se ha observado que la
formulacién comercial del glifosato aumenta su efecto tdxico en bacterias
comparado con el acido puro equivalente (Saetoal., 2006). La formulacién
comercial del imazamox, Pul§40, contiene Tween20, un surfactante no ionico.

Se ha descrito que los surfactantes, al modificar la dispersién y biodisponibilidad
de las sustancias quimicas presentes en los compuestos comerciales, pueden
modificar en forma significativa la toxicidad de estos productos (Mann y Bidwell,
2001). Sin detrimento de esta posibilidad, los analisis de actividadvo
demuestran que el herbicida produce cambios en la actividad AHAS de las
bacterias (Fig. 1.3y 1.7).

En los casos en que las cepas se mostraron tolerantes al herbicida pudo
suceder quea) el herbicida no alcanzara las células, porque éstas presentan mayor
impermeabilidad a estos compuestos (Burnet y Hodgson, 1991) o bien porque
activasen una bomba para expulsar el herbicida de la célula éBadg 2000))
las bacterias fueran capaces de degradar el herbicida, sin embargo esta capacidad
esta restringida a s6lo unos pocos organismos y no se ha documentado en la
literatura ninguna especie &hizobiumque degrade imidazolinonas, aunque si se
ha documentado la degradacion de imazetapiPpeudomonasp. (Huanget al.,
2009)c¢) el tipo de enzima AHAS de la cepa tolerante no se viera afectada por el
herbicida, cuestién que se desarrolla con cierta extension un poco mas atjelante
las cepas presentaran diferencias cuantitativas notables en la actividad AHAS
especifica, posibilidad que también se analiza a continuariés bacterias mas
tolerantes tuvieran mejores mecanismos de compensacion para reparar el
desequilibrio producido por la carencia de aminoacidos libres.

Con respecto a la idea de que las cepas tolerantes posean menor
sensibilidad de la enzima diana, cabria la posibilidad en primer lugar de que
presenten isoenzimas distintas o incluso posean varias de ellas. Se han identificado
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tres isoenzimas de AHAS en bacterias: AHASI, AHASII, y AHASIII, que se
diferencian en sus propiedades cinéticas, especificidad de sustrato y sensibilidad a
la inhibicién por el producto final (McCourt y Duggleby, 2006). Para los
organismos con mas de una isoenzima, el efecto del herbicida en el crecimiento
dependera de la contribucion relativa que cada isoenzima hace a la cantidad total
de aminoacidos ramificados disponibles para la célula, sin embargo los resultados
de un estudio realizado con un amplio rango de microorganismos aislados del
suelo, demostrd que aunque algunas bacterias poseen varias isoenzimas de AHAS
(Epelbaumet al., 1998), la mayoria de bacterias del suelo sélo poseen un tipo de
AHAS que ademdas es susceptible a la inhibiciébn por herbicidas (Nelson y
Duxbury, 2008).

Otra posibilidad seria que aun teniendo el mismo tipo de isoenzima, la de
unas cepas sea menos sensible al imazamox que la de otras. dtaalaril995)
argumentaron que la distinta tolerancia de la actividad AHAS de algunas
rizobacterias frente a sulfonilureas e imidazolinonas esta relacionada con una
sensibilidad diferente de la AHAS, sin embargo un trabajo de Roguala(1998)
concluye que la alta tolerancia a imazetapir encontratdnzobiumse debe a una
elevada actividad especifica y s6lo marginalmente a una reducida sensibilidad de la
enzima.

En las cepas estudiadas en este trabajo no se encontraron diferencias de
sensibilidad frente al herbicida, como muestran los datos de los ensayos de la
actividad AHAS in vitro, realizados en extractos enzimaticos bacterianos
incubados con imazamox, en los que se observa que el herbicida sélo inhibi6 el
15% la actividad de CIAT899, el 25% la de CFN42 (Fig. 1.4), y alrededor del 20%
en las dos cepas de.l. viciae (Fig. 1.8). También se evidencia analizando los
valores de los controles que las cepas no presentaron diferencias cuantitativas
notables en la actividad AHAS especifica.

En cualquier caso, la interaccidon enzima-imidazolinonavo es diferente
de la interaccionn vitro (Stidham y Shaner, 1990) pues, como se ha indicado, la
bacteria cuando estd viva puede utilizar diversos mecanismos para paliar los
efectos producidos por el xenobi6tico. Los estudios de inhibicidritro de la
AHAS de bacterias han descrito esta inhibicion como dependiente del tiempo y
bifasica, con una fase de inhibicién rapida y una fase de meseta debida a una
isomerizacion del complejo enzima-inhibidor a una forma con un enlace mas fuerte
que conduce a la inactivacion irreversible de la enzima (Haetkak, 1989) sin
embargo, en los resultados aqui presentados no se observan estas dos fases (Fig.
1.4y1.38).

Royuelaet al.(1998) pusieron de manifiesto que en el casR.teviciaela
tasa de conversion de la forma inicial del complejo herbicida-enzima a la final
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depende de la concentracion de herbicida, ocurriendo los cambios mas rapidamente
con mayores concentraciones de inhibidor. En su estudio, la actividad AHAS
mostré una inhibicién del 30% al cabo de una hora con 0.1 mM de imazetapir y se
necesitd 0.6 mM para obtener una inhibicion del 50%, mientras que para las cepas
de R.l. viciaeaqui estudiadas la dosis mayor empleada (0.5 mM) sdlo inhibi6 la
actividad entre el 10 y el 15% al cabo de una hora (Fig. 1.8) y no se supero el 30%
de inhibicion con respecto al control en todo el tiempo de experimentacion (24 h)
para ninguna de las cepas estudiadas (Fig. 1.4 y 1.8), lo que indica que el
imazamox es menos toxico que el imazetapir, o que las cepas empleadas aqui son
mas tolerantes, o una combinacién de ambos factores.

Es interesante destacar que aunque la concentracion mas elevada de
imazamox produjo cierta inhibicién del crecimiento y de la actividad AHAS de las
cepas, las concentraciones aplicadas en estos experimentos, teniendo en cuenta la
superficie de cada microcosmos, equivalen aproximadamente a 120, 1200 y
12000 g-hd, mientras que las dosis de imazamox recomendadas para aplicar en
campo segun el fabricante del producto (BASF company) son de 6% g@ha
decir, se utilizaron concentraciones 2, 20 y 200 veces mayores a la que
probablemente se podrian encontrar en un suelo agricola. Atendiendo a este
andlisis, las 4 cepas dehizobiumpodrian desarrollarse en suelos contaminados
por imazamox.

Finalmente, el estudio de la tolerancia de las cepas mediante siembra en
placa con diferentes concentraciones de imazamox, paraquat y acido 2 -metil-4-
clorofenoxiacético (MCPA) (Tablas 1.4, 1.5, 1.6), sefial6é que la ceRa tepici
CIAT899 es la mas tolerante de las estudiadas pues es capaz de crecer en presencia
de concentraciones mas altas de los herbicidas ensayados, mientras que de las
cepas deR.l. viciae la VF39 tolera mayores concentraciones de imazamox y
MCPA.

El hecho de que una cepa sea tolerante a un herbicida en un medio de
cultivo no garantiza necesariamente la supervivencia de ésta en un suelo en
condiciones comparables y ain mas incierta es la correlacion entre la capacidad del
rizobio de persistir en estos suelos y la de expresar su fenotipo simbiético en tales
condiciones, aunque puede servir como aproximacion, pues se podria asumir que
cuanto mas metabdlicamente activo es un rizobio en estas condiciones, mayor sera
su habilidad para adaptarse a la condicién ambiental desfavorable (Delt Rapa
2003). Por otro lado, como se ha visto, es muy improbable que un suelo agricola se
alcance las concentraciones de herbicidas empleadas en este ensayo.

Los resultados de este ensayo en placa coinciden a grandes rasgos con los
de Del Papaet al. (2003) que en un trabajo realizado con cepd?. dmpici en
medio suplementado con imazamox y paraquat encontraron que el imazamox no
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causo reducciones significativas, en cambio el paraquat provocé inhibicion del
crecimiento. La mayor toxicidad del paraquat presentada en las cepas de Rhizobium
puede estar relacionada con su mecanismo de accién, el cual consiste en la captura
de electrones provenientes de la respiracién formando radicales libres inestables
gue rapidamente se oxidan, produciéndose durante este proceso radicales
superoxido y peréxido de hidrégeno que reaccionan produciendo radical hidroxilo

y oxigeno singlete (Weller y Warren, 1995), sustancias que juntas provocan
degradacion en las membranas (peroxidacion de lipidos) ocasionando la muerte de
la célula.

En cuanto a la obtencion de la cépatropici CIAT899 BphK®*, todos
los parametros analizados (Fig. 1.9 y Tablas 1.1 y 1.2) parecen indicar que la
transformacioén se llevd a cabo con éxito, ademas los resultados de la digestion de
las enzimasEcoR, BamH y Sau3A (Fig. 1.11 y 1.12) mostraron perfiles
coincidentes para la cepa silvestre y la transformada, lo que permite suponer que
son la misma especie, pues en bibliografia se recoge que dos cepas que presentan
perfiles iguales de restriccibn para al menos dos enzimas poseen una similitud de
mas del 95% en sus secuencias del 16S (Matyal, 1996).

Sin embargo, en el estudio de tolerancia a xenobibticos desarrollado en
placa no se detectaron diferencias entre la cepa silvestre y la mutante, ni siquiera
para el acido 2 -metil-4-clorofenoxiacético, que es un herbicida clorado. Los
estudios llevados a cabo por Brennan et al. (2009) con extractos de bacterias que
expresan la proteina BphKLB400 indicaron una elevada actividad glutation-s-
transferasa frente a compuestos organicos clorados, por lo que se esperaba alta
tolerancia frente a este tipo de herbicidas en aquellas bacterias que hubieran
incorporado el gen bphK.

Para los experimentos posteriores se decidio utilizar la cepa silvestre, dado
que esta habitualmente disponible como inéculo comercial (Hueigala, 2003) y
esto facilitaria su posible empleo en experimentos de campo en simbiosis con la
planta hospedadora. No obstante, seria de gran interés continuar con el estudio de
las posibilidades de esta bacteria mutante en futuras investigaciones.
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2. Estudio de la respuesta a imazamox para la seleccibn de variedades
tolerantes de P. vulgarisy V. sativa

En bibliografia se ha descrito que la aplicacion de herbicidas inhibidores de
la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) reduce el crecimiento de distintas
plantas (Shaner, 1991), asi en experimentos de campo Ulrieh (2005)
observaron que la exposicion de plantas de judia a imazetapir, herbicida
perteneciente al mismo grupo que el imazamox, disminuia el crecimiento. También
se ha descrito que el imazetapir reduce el crecimiento de otras leguminosas como
la soja (Bohmret al., 2009) y el guisante (Gastenal., 2002). Por el contrario, la
combinacion de los herbicidas imazamox y bentazén, en experimentos de campo
con judia, no tuvo efectos en el peso seco de la parte aérea (tétlaha2008).

En nuestro experimento realizado con plantas de judia se observé que la aplicacion
del herbicida imazamox a la solucion nutritiva del cultivo redujo los parametros de
crecimiento en las tres variedades estudiadas (Bush Plaja, Coco Blanc y Borloto),
siendo més drastica con la dosis mas elevada (100 uM, Tabla 2.1). Hay que
destacar que aunque el herbicida disminuyé los parAmetros de crecimiento en las
tres variedades estudiadas de leguminosa grano, la Coco Blanc fue la menos
afectada. En otras investigaciones también se ha indicado que la respuesta de las
plantas de judia a herbicidas cambia de una variedad a otra (Renner and Powell,
1992; Sikkema et al., 2004; Soltagtial., 2006).

Por otro lado el comportamiento de las dos variedades de veza frente al
herbicida imazamox fue distinto, de hecho los parametros de crecimiento no
cambiaron de forma significativa en Corina, mientras que en Latigo estos
parametros se redujeron notablemente (Tabla 2.3). En estudios realizados en otra
leguminosa forrajera comiledicago, el tratamiento de imazamox disminuyé el
crecimiento (Grichar and Ocumpaugh, 2009), sin embargo, hay pocos trabajos
sobre el efecto de los inhibidores de la actividad AHAS en veza. Alonso-Rtados
al. (2002), estudiaron los efectos de restos de una sulfoniluMigiarsativa, y se
comprobd que este herbicida no produjo efectos nocivos en esta especie.

La relacion raiz/parte aérea (RPA), considerada como un indice de
crecimiento entre los dos érganos, y por tanto de equilibrio entre raiz y parte aérea,
reflej6 cambios inducidos por el herbicida en las dos especies estudiadas,
evidenciandose una mayor sensibilidad de la raiz al imazamox en judia, al menos
en la variedad Borloto, mientras que en veza la parte aérea mostr6 mas
sensibilidad, ya que la RPA aument6 en las dos variedades. En un experimento
realizado con dos variedadesHelianthus annuysuna tolerante y otra sensible a
imazetapir, se observé que la variedad sensible reducia drasticamente el
crecimiento de las raices, mientras que la tolerante desarrollaba el sistema radical
(Vegaet al., 2009). Por otra parte, se ha descrito que algunos herbicidas estimulan
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el crecimiento de la raiz, asi Cedergreen (2008) demostré que los herbicidas
glifosato, MCPA vy terbutilazina aumentan la relacion raiz/parte aérea en cebada.

El contenido de pigmentos fotosintéticos es un parametro efectivo para
evaluar el estado fisiologico general de la planta cuando ésta ha sido expuesta a un
estrés (Rabe and Kreeb, 1980; Kumar and Rao, 2008). En general, el tratamiento
de imazamox no redujo el contenido de pigmentos en las variedades de leguminosa
grano Coco Blanc y Borloto, sino que incluso, con algunas dosis, lo incremento
(Tabla 2.2). Estos resultados son similares a los descritos en plariEa$ipde
prostrata yEchinochloa cruz-gallique no experimentaron cambios significativos
en el contenido de clorofilas cuando fueron tratadas con un inhibidor de la
actividad AHAS (Shinet al., 2003). También se ha demostrado que el imazamox
no influye en la eficiencia fotosintética &partina densiflora (Mateos-Narangb
al., 2009). Por el contrario, en la variedad de judia Bush Plaja (Tabla 2.2) y en las
dos variedades de veza (Tabla 2.4) los contenidos de pigmentos se redujeron con el
Imazamox, coincidiendo con los resultados de Riethmuller-Haagd. (2006),
quienes encontraron una reduccién significativa en el contenido de clorofilas
totales de plantas dSolanum nigrumiratadas con metsulfuron, otro herbicida
inhibidor de la AHAS.

Es interesante resaltar que en la leguminosa forrajera, el contenido de
clorofila b increment6 con el imazamox (Tabla 2.4). El estudio de Riethmuller-
Haageet al. (2006) mencionado anteriormente, describe un aumento de la relaciéon
clorofila b/clorofila a, que podria deberse al intento de mantener el balance de
complejos pigmento-proteina y la funcion entre los fotosistemas, por lo que la
pérdida de clorofila en las hojas no es un proceso descontrolado y catastréfico, sino
mas bien la consecuencia de una descomposicion bien organizada de sus
componentes. La pérdida de pigmentos puede ser una consecuencia producida por
la limitaciobn de la fotosintesis, que se cree que esta mediada por un cierre
estomatico (Bhattiet al., 1998; Zabalzaet al., 2004). La inhibicién de la
fotosintesis producida por esta clase de herbicidas, como se ha dicho, no es una
respuesta directa sino secundaria de la inhibicion de la AHAS, se han observado
alteraciones de los parametros fotosintéticos en varios estudios: cambios en la
fluorescencia de cebada tratada con imazaquin @ualy, 1991) y de trigo tras la
aplicaciéon de imazamethaben (Percival and Baker, 1991), y la disminucion de la
tasa de fotosintesis neta en plantas de guisante tratadas con imazetapir €Zabalza
al.,, 2004). También se ha demostrado que muchos inhibidores de procesos
metabolicos que no estan directamente involucrados en el metabolismo
fotosintético pueden producir modificaciones en la cinética de la fluorescencia
(Barbagalloet al., 2003).

La enzima acetohidroxidcido sintasa, encargada de la sintesis de
aminodcidos ramificados, se considera la enzima diana de distintos herbicidas y su
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inhibicion por imidazolinonas es compleja (Duggledtyal., 2008). En nuestro
experimento la actividad AHAS foliar respondi6 al tratamiento de imazamox de
forma opuesta en las dos leguminosas estudiadas, en las tres variedades de judia la
AHAS se incrementd (Fig. 2.1), mientras que en las de veza se inhibidé por el
tratamiento herbicida (Fig. 2.6).

La principal accién del imazamox consiste en la inhibicién de la actividad
AHAS (Bradyet al., 1998), por lo que los resultados en la leguminosa forrajera
fueron los esperables, coincidiendo con varios trabajos en los que se ha
documentado la inhibicion de la AHAS en leguminosas tratadas con
imidazolinonas (Scarport al., 1997; Royuelat al., 2000; Bukuret al., 2012).
Sin embargo, aunque también se ha documentado la tolerancia de varias especies
de leguminosas a inhibidores de la AHAS (Baeieal., 1995; Baerg and Barrett,
1996; Tanet al., 2005), el aumento de actividad AHAS en las variedades de judia
resulto inesperado y contrario a lo descrito en bibliografia. Hay que sefialar que la
actividad AHAS en judia se determindé en hojas del ultimo trifolio totalmente
expandido (considerado como el mas cercano al 4pice), por lo que es plausible que
el herbicida se transportara prioritariamente a otras partes del vegetal, donde si se
podria estar produciendo una inhibicion de la enzima. S#tinal. (2003)
demostraron que las hojas jévenes son el principal lugar de sintesis de aminoacidos
ramificados, y Zhanet al. (2009) confirmaron que existe una amplia variacién en
esta actividad entre los distintos 6érganos de la planta, cotiledones, hojas nuevas y
viejas, y raiz en experimentos realizadosHemdeum vulgareBrassica napuy
Malachium aquaticumcon un herbicida inhibidor de la actividad AHAS. Es
interesante sefialar que con algunos herbicidas, a dosis bajas, en la planta se
produce un reparto de biomasa hacia las zonas de la planta afectadas por el
tratamiento (Cedergreen, 2008).

En varios trabajos se ha demostrado que la aplicacion de herbicidas de la
familia de las imidazolinonas provoca una reduccion del contenido de proteina
soluble total y un aumento de los aminoacidos libres (Devine, 1989; Shaner and
Singh, 1997). Este efecto se ha detectado en experimentos realizados
concretamente con imazamox en plantulage® maygScarponiet al., 2001), y
con otras imidazolinonas, como imazetapir, en leguminosas Gigwine max
(Scarponiet al., 1995)Vicia faba (Scarpongt al., 1997) yPisum sativunfGaston
et al., 2002; Zabalzat al., 2006). Nuestros resultados en las tres variedades de
judia coinciden con lo expuesto anteriormente (Fig 2.2), mientras que en veza
ambos pardmetros descendieron con el imazamox en las dos variedades (Fig. 2.7).
En relaciéon a esto, hay que destacar que en la leguminosa grano Coco Blanc se
encontré una correlacion negativa entre los contenidos de proteinas solubles totales
(PST) y de aminoécidos libres (Tabla 2.6), y en Borloto entre la actividad AHAS y
la concentracion de PST (Tabla 2.7). Se ha propuesto que las plantas responden
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rapidamente a los inhibidores de la actividad AHAS, manteniendo el nivel de
aminoacidos ramificados mediante el aumento de la tasa de renovacion de
proteinas, y de esta forma obteniendo por degradacion de proteinas pre-existentes
los aminoacidos que se requieren para la sintesis de nuevas proteinas, necesarias
para mantener el metabolismo (Rhodgsal, 1987). Por esta respuesta de la
planta, la inhibicion de la actividad AHAS no afectaria a la sintesis de proteinas
(Wittenbach and Abell, 1999; Royueada al., 2000), y explicaria el incremento del
contenido de aminoacidos libres. En el caso de la veza, donde se observd un
incremento de los aminoacidos libres, es posible que este mecanismo no se pusiera
en marcha, o bien que los aminoacidos liberados por proteolisis fueran
transportados a otras zonas mas necesitadas de la planta, como los meristemos
apicales.

Determinados tipos de estrés como sequia, salinidad o temperaturas
extremas pueden provocar cambios en el metabolismo carbonado de las plantas,
produciendo la acumulacion de altas concentraciones de azucares que actian como
solutos compatibles (Korpt al., 2008). La acumulaciéon de estas moléculas no
solamente se relaciona con el mantenimiento del ajuste osmotico y del turgor
celular (Yamchiet al., 2007), sino que también se ha documentado su papel
protector frente al estrés como estabilizadores de estructuras celulares @hodes
al., 2002) o como moléculas transductoras en cascadas de sefializacion que activan
mecanismos de defensa especificos (Ratmal, 2012). También se ha descrito la
acumulacion de azucares solubles totales (AST) en hojas de plantas tratadas con
herbicidas inhibidores de la actividad AHAS (Shaner and Reider, 1986; Bestman
al., 1990; Chacet al., 1994; Wittenbach and Abell, 1999). Ese comportamiento
coincide con los resultados expuestos en esta memoria en las variedades de veza
(Fig. 2.8), y dos de judia, Bush Plaja y Borloto (Fig. 2.3), asi como el de hojas de
plantas de guisante tratadas con imazetapir (Zalehlah, 2004; Orcaragt al.,

2010).

Algunos autores consideran que el incremento de AST en hojas de plantas
tratadas con inhibidores de la actividad AHAS se debe a un descenso en el
transporte de fotoasimilados hacia las zonas en crecimiento de la planta (Devine,
1989; Bestmaret al, 1990; Shaner, 1991). Estas alteraciones serian parte del
mecanismo de letalidad del herbicida, ya que a la larga se produce una carencia de
carbono en los tejidos meristematicos (Bestmiaal., 1990; Shaner, 1991; Kim
and VandenBorn, 1997). Por otro lado, se ha planteado otra posible explicacién
basada en el hecho de que en plantas tratadas con imazetapir se incrementa el
contenido de AST tanto en hoja como en raiz (Gastah., 2002; Zabalzat al,

2004). Esta respuesta podria ser debida a la disminucion de la fuerza del sumidero,
ya que el incremento de sacarosa y almidén en las raices indica que los
carbohidratos se transportan desde la parte aérea hasta las raices, de forma mas
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rapida de lo que estas son capaces de usar, y por lo tanto el transporte a larga
distancia se suprime, inhibiéndose la carga al floema.

Junto a esta alteracion del balance de los azlcares, también se ha descrito
una induccion del metabolismo fermentativo en raiz, desencadenado por la
inhibiciéon de la actividad AHAS en condiciones normales de oxigeno (Geiston
al., 2002; Zabalzat al., 2005). Segun estos autores la inhibicion de la actividad
AHAS conduce a la acumulacion de altos niveles de sus sustratos (piruvato y
a-cetobutirato), desencadenando un notable incremento de las actividades
fermentativas que utilizan el piruvato, lo que se relacionaria con el decremento del
uso de carbohidratos en raiz (Zabalza et al., 2011).

Esta bien documentado que la mayoria de herbicidas provocan estrés
oxidativo en las plantas, ocasionando dafios por el incremento en la concentracion
de especies reactivas de oxigeno (EROSs), incluido el peroxido de hidrogeno. Los
herbicidas auxinicos (McCarthy-Suaretzal., 2011), los bipiridilos (Donahust
al., 1997) o algunos inhibidores de la sintesis de los aminoacidos arométicos como
el glifosato (Ahsaret al., 2008) entre otros, han sido sefialados como productores
de EROs. En nuestro experimento se observd un incremento en el contenido de
peréxido de hidrégeno en las variedades de judia Coco Blanc y Borloto (Fig. 2.4) y
en ambas variedades de veza (Fig. 2.9). Como se ha comentado anteriormente los
herbicidas pueden incrementar las EROs y provocar un dafio oxidativo, aunque no
parezca ser el caso de los inhibidores de la actividad AHAS (Zadiadta 2007).

Por otra parte, el peroxido de hidrogeno interviene como molécula sefial en
diversos procesos fisioldgicos del vegetal tales como senescencia, fotorrespiracion,
ciclo celular o movimiento estomatico (Quat al., 2008) y mecanismos de
defensa frente a estrés bidtico y abibtico (Hwtgal., 2005), recientemente
también se ha relacionado esta molécaia la disminucion de la toxicidad del
herbicida glifosato en plantas (Tyagi et al., 2012).

El dafio oxidativo a lipidos, determinado como peroxidacion lipidica,
afecta gravemente a la funcionalidad y la integridad de las membranas celulares,
cambiando su fluidez y estabilidad (Dayan and Watson, 2011). Este parametro,
utilizado como un indicador de dafio, increment6 en las variedades de judia Bush
Plaja y en Borloto, y en las dos de veza, pero en la de judia Coco Blanc no se
observé dafio oxidativo con ninguna dosis de imazamox (Fig. 2.4). Esta respuesta,
junto con la menor inhibicion del crecimiento puede indicar que la variedad Coco
Blanc es la mas tolerante de las 3 variedades de judia estudiadas.

Como consecuencia del dafio oxidativo a lipidos y el aumento del
contenido de EROs, se activan los sistemas antioxidantes en la planta, de hecho en
judia, en general las cuatro actividades antioxidantes estudiadas (SOD, CAT, APX
y GPX) aumentan con el tratamiento de imazamox (Fig. 2.5), en cambio en veza la
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tendencia varia segun la enzima y la variedad estudiada (Fig. 2.10). En un estudio
con plantas de guisante tratadas con imazetapir, Zabalza et al. (2007) describen que
las actividades SOD, CAT y APX en hoja no cambian significativamente con la
aplicacion del herbicida y asumen que los ligeros cambios detectados en el estado
antioxidante de las plantas son poco intensos, por lo que no pueden estar
relacionados con la letalidad causada por el herbicida. A pesar de esto también
describen un ligero aumento de la peroxidacion lipidica y un incremento de la
actividad GPX a partir de los 7 dias de tratamiento en consonancia con nuestros
resultados, donde la actividad GPX incremento drasticamente en la variedad Bush
Plaja (judia) y la Latigo (veza). En bibliografia se ha propuesto que la actividad
GPX desempefia un papel importante en la respuesta rapida al estrés oxidativo
(Savoureéet al., 1999), por lo que se podria usar como un indicador de estrés en la
planta.
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3. Estudio ontogénico de diferentes 6rganos de plantas Hevulgarisy V.
sativa tratadas con imazamox

Realizar un estudio en varios 6rganos de la planta durante la ontogenia del
cultivo permite detectar respuestas de adaptacion al herbicida en distintas etapas
del crecimiento (vegetativo, floracion, y fructificacién), en los que varian los
requerimientos energéticos, nutricionales y metabdlicos, y establecer diferencias
entre las diversas partes de la planta. En general, la susceptibilidad de las plantas es
altamente dependiente de la etapa del crecimiento, siendo las plantas mas jovenes
mas sensibles a los herbicidas (Ledhal., 1995, Shinet al., 2003). En judia y
veza se observo que el imazamox produjo una disminucion del crecimiento a partir
de los 7 dias de tratamiento (Fig. 3.1 y 3.11), resultados que coinciden con los
descritos en el capitulo 2 y con los de otras leguminosas tratadas con herbicidas
analogos (Bohnet al., 2009, Gaston et al., 2002).

La actividad acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en plantas control mostré
mayor actividad en los 6rganos jovenes de ambas leguminosas (Fig 3.2 y 3.12),
resultados que concuerdan con los de Séinal. (2003) quienes sefialaron los
tejidos jovenes como el principal sitio de sintesis de amino&cidos ramificados, por
lo que presentaban mayor actividad AHAS. En guisante se ha sefialado que existe
una respuesta diferente entre las hojas jovenes y adultas de plantas expuestas al
herbicida 2,4-D (Pazmifio et al., 2011). En nuestros resultados se muestra que la
actividad AHAS de judia y veza tiene distinta sensibilidad al imazamox segun las
partes estudiadas, inhibiéndose en los oOrganos jovenes y activandose en los
maduros. Zhangt al. (2009) también indicaron variaciones significativas de la
actividad de esta enzima entre érganos diferentddodgeum vulgargBrassica
napusy Malachium aquaticumy Shimet al. (2003) establecen que los 6rganos
jovenes son los mas sensibles a la inhibicion por imidazolinonas. La disminucion
de la actividad AHAS con el imazamox en los tejidos jovenes podria indicar que el
herbicida se transporta hasta las areas en crecimiento donde la enzima es mas
sensible, mientras que en zonas mas maduras, aunque inicialmente hay una leve
inhibicion, después la actividad se estimula. Por otra parte, si se comparan los
valores de actividad enzimatica al inicio y al final del tiempo de experimentacion,
en las plantas control se observa una disminucion ligada a la maduracién de la
planta, respuesta que no se detecta en las hojas maduras de plantas tratadas con el
imazamox, debido al efecto estimulante de este sobre la enzima.

Se ha descrito una ligera inhibicion de la actividad AHAS en plantas de
Brassica napugratadas con un herbicida inhibidor de esta enzima, sin embargo
después de cuatro semanas se produce una recuperacion del estrés (Jin et al., 2010).
De igual forma, en las hojas jovenes de judia se produjo una recuperacion parcial
de la actividad AHAS después de 14 dias de tratamiento. Ademas de la probable
puesta en marcha de mecanismos adaptativos en la planta, también hay que sefialar
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que al inicio del tratamiento las plantas se encontraban en el periodo de

crecimiento vegetativo, mientras que a los 14 dias estaban al inicio de

fructificacidon, hecho que también puede tener trascendencia en los cambios de la
actividad AHAS.

La aplicacion de herbicidas de la familia de las imidazolinonas provoca un
aumento del contenido de aminoacidos libres, respuesta descrita en el capitulo 2 y
en bibliografia (Devine, 1989, Shaner y Singh, 1997, Scagiali, 1997, Zabalza
et al., 2006). En el estudio de ontogenia, el imazamox indujo en los tejidos jovenes
de ambas leguminosas un incremento de los aminod&cidos libres y una reducciéon de
los ramificados (Fig. 3.4 y 3.14), este aumento se atribuye al aumento de la tasa de
renovacion de proteinas (Rhodstsal., 1987). La proteolisis puede explicar que en
meristemo apical de judia la reduccion del porcentaje de aminoécidos ramificados
libres no fuera tan notable como se debia esperar por la drastica inhibicion de la
actividad AHAS en ese organo. También, probablemente se produjo un transporte
de aminoacidos ramificados desde zonas maduras de la planta hacia las jévenes.
Esta dltima respuesta podria explicar la disminucién de aminoacidos ramificados
detectada en la ultima hoja expandida de la leguminosa grano, a pesar de que la
actividad AHAS en este érgano era mayor que la de los controles.

Por el contrario, en hoja vieja de veza el porcentaje de aminoacidos
ramificados disminuyd ligeramente al inicio, pero luego incrementd con respecto al
control. Esta tendencia se correlaciona con el incremento de la actividad AHAS y
la reduccion de los aminoacidos libres totales. Aunque este comportamiento es
opuesto al descrito en judia, en un estudio realizado por Oreaedy(2010) en
hojas de guisante tratadas con imazetapir, observaron una disminucion inicial del
contenido de aminoacidos ramificados y un aumento posterior después de tres dias
de tratamiento con el herbicida. Este comportamiento diferente de las dos especies
de leguminosas, indica que presentan distintas respuestas adaptativas al tratamiento
con imazamox.

La sintesis de los tres aminoacidos ramificados (valina, leucina e
isoleucina) esta estrechamente coordinada, ya que comparten cuatro enzimas en su
ruta de biosintesis, por lo que se esperaria que la inhibicion de la actividad AHAS
afectara por igual al contenido de los tres aminoacidos. En esta linea se ha descrito
que en plantas de maiz tratadas con imazamox el contenido de valina, leucina e
isoleucina se reduce (Scarpoeti al., 2001), resultados que coinciden con un
estudio mas reciente realizado en plantas de Arabidinatislas con otro inhibidor
de la actividad AHAS (Trenkamp et al., 2009). Sin embargo, en nuestro trabajo no
encontramos una tendencia clara en el contenido de valina y leucina en plantas de
veza, sino que cambia segun la dosis de imazamox aplicada, el tiempo de
tratamiento y el érgano estudiado, mientras que la concentracion de isoleucina
incrementa en hoja joven y vieja con el imazamox (Fig. 3.15). En cambio, en judia
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el contenido de valina y leucina si se reduce con el imazamox en los tejidos
jovenes y maduros (meristemo y ultima hoja expandida), y por el contrario la
isoleucina incrementa en general en ambos 6rganos con el herbicida (Fig. 3.5).

La disminucién del contenido de valina e leucina en la dltima hoja
expandida de judia, a pesar de la inhibiciébn de la actividad AHAS, apoya la
hipétesis del transporte de aminoacidos hacia otras partes de la planta para suplir
esta carencia, ademas en meristemo la valina y la leucina disminuyeron menos de
lo esperado teniendo en cuenta la drastica disminucién de la actividad AHAS. En
relacién al aumento de la isoleucina con el imazamox, respuesta que se observo en
las dos especies de leguminosas, se han descrito resultados similares en plantas de
guisante tratadas con imazetapir, registrandose una reduccion de los contenidos de
valina y leucina, pero un aumento de isoleucina (Zaledlaa, 2011).

Una posible explicacion es que la enzima AHAS que queda activa en la
planta (sin bloguear por el herbicida), desplazara su actividad hacia la produccion
de isoleucina, ya que tiene una mayor preferencia percetobutirato. En estas
condiciones de estrés el balance piruvat@tobutirato podria cambiar, al
desviarse el piruvato disponible hacia otras rutas, como se ha visto que ocurre en
raices de guisante tratadas con herbicida (Zaletlah, 2005), o bien aumentar el
contenido dea-cetobutirato producido a partir los aminoacidos treonina y
metionina, obtenidos por proteolisis (Jander y Joshi, 2010). De hecho, se ha
demostrado que las rutas de regulacion del metabolismo de treonina, metionina e
isoleucina estan interconectadas de manera muy eficiente en las plantas, la treonina
desaminasa y la metionina gamma-liasa mantienen el equilibrio de isoleucina en
plantas en condiciones de estrés (Jeshi., 2010).

Otras posibles causas que también pueden contribuir a estos cambios en el
contenido de amino&cidos ramificados son qak:las vias que regulan el
metabolismo de aminoacidos son complejas y estan muy interconectadas en las
plantas como han indicado varios autores (Geyeal., 1995, Zhao et al., 1998),
incluso se ha establecido una relacion entre la biosintesis de aminoacidos de cadena
ramificada y aminoacidos aromaticos (Orcagayl., 2010)b) la composicidén de
aminodcidos libres en condiciones de estrés es muy variada, dependiendo del papel
desempefiado por estos, ya que pueden actuar como osmolitos, regular el transporte
de iones, o actuar como moléculas reguladoras y de sefalizaciéon (Raic2@d2);
plantas superiores, una compleja red de vias interfiere con la homeostasis de la
valina, leucina e isoleucina (Bindet al., 2007)d) recientemente se ha informado
de un papel importante de la isoleucina bajo condiciones de estrés biotico y
abidtico, pues se conjuga con jasmonato y actia como un importante regulador de
la expresion génica y de la produccion de metabolitos secundarios (Svoboda y
Boland, 2010). Algunas de estas alteraciones pueden estar ocurriendo,
enmascarando los cambios inducidos por imazamox.
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Estudios realizados por Teaéal. (1993) demostraron que el imazaquin y
el imazetapir, herbicidas analogos al imazamox, son facilmente absorbidos por las
raices y transportados a regiones meristematicas dentro de las 72 horas siguientes a
la aplicacién del tratamiento. Ademas, Scarpemnal. (2001) detectaron una alta
acumulacion del imazamox en maiz durante las primeras horas tras su aplicacion,
alcanzandose los niveles maximos a las 24 horas. Ambas respuestas se observan en
la leguminosa grano, donde a las 24 horas de tratamiento con herbicida, en las
hojas jovenes y maduras estudiadas se registra el valor mas elevado para el
contenido de imazamox, reduciéndose en los siguientes muestreos, a pesar que el
herbicida se seguia aplicando en la solucién de riego (Fig. 3.6). En consonancia
con estos datos, los trabajos antes mencionados también describen una reduccion
de los niveles de herbicida a partir de las 72 horas de la aplicacion del tratamiento
(Tecleet al., 1993, Scarposit al., 2001).

El comportamiento descrito en judia indica que se pusieron en marcha
mecanismos para minimizar la acumulacion del herbicida. En relacion a esta
respuesta Scarpongt al. (2001) sefialaron que la acumulacidén inicial del
compuesto indica que al principio la absorcion del herbicida es mas rapida que su
degradacion, pero a partir de las 72 horas la tasa de degradacion prevalece, siendo
bastante rapida y lo suficientemente eficaz como para mantener los residuos en un
nivel subletal. Ademas, también se debieron de poner en marcha otros mecanismos
de defensa tales como inmovilizacién del herbicida y sus metabolitos para que
éstos no alcanzasen la parte aérea (Tetchd., 1993), la excrecion del herbicida
por las raices (Schroedet al., 2007), o la evitacion del compuesto para que no
penetrase en la planta. Esta Gltima opcion de evitacion puede estar relacionada con
el hecho observado de que las plantas que estaban siendo tratadas con imazamox
absorbian menos cantidad de solucién nutritiva que las plantas control.

Por el contrario, el contenido de imazamox en hoja joven y vieja de veza
incrementd de forma proporcional al tiempo de exposicidn al herbicida,
registrdndose los valores mas elevados en la ultima cosecha (Fig. 3.16), por lo que
esta especie debe poseer otros mecanismos de adaptacion al imazamox, ya que la
actividad AHAS en hoja vieja no se inhibe a pesar de la presencia del herbicida en
el tejido.

La glutation S-transferasa (GST) es una enzima que cataliza la conjugacion
del tripéptido glutation (GSH) a una variedad de sustratos (Mannervik y Danielson,
1988), induciéndose para proteger a la planta contra dafios por ozono, metales
pesados y xenobidticos (Mohsenzadeh et al., 2011). La detoxificaciébn de muchos
herbicidas se realiza mediante la conjugacion con el glutation (Frear y Swanson,
1970, Marrs, 1996, Cummiret al., 2011), entre ellas la del glifosato (Miteata
al., 2010) y la de algunos inhibidores de la AHAS (Zhao et al., 2012).
Generalmente la conjugacién con glutation da lugar a un cambio en las propiedades
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fisicoquimicas del compuesto que impide su difusion, por lo que la vida media del

xenobibdtico activo en la célula se reduce, asi como el tiempo que el organismo se
expone al mismo, y se evita una acumulacion en los tejidos criticos (Schréder y
Collins, 2002).

La actividad glutation S-transferasa (GST) incrementd con el tratamiento
de imazamox en cotiledones, Ultima hoja expandida, hoja joven y raiz (Fig. 3.7 y
3.8), destacando principalmente la alta actividad observada en raiz. En relacion a
esto se ha informado que los tejidos de la raiz que estan en contacto directo con los
factores de estrés, muestran una fuerte induccion de proteinas de estrés y enzimas
de detoxificacion como la GST (Yourgg al., 2001). Holmegt al. (2006) han
observado la induccion de esta enzima en raicégedéicago truncatula tratadas
con un inhibidor de la actividad AHAS y Mitew al. (2010) encontraron que la
aplicacion de glifosato a las hojas de guisante provoca un drastico aumento de la
actividad GST foliar, mientras que su aplicacion por raiz estimula la actividad de la
enzima en las raices. Todo ello podria indicar que esta enzima participa en la
detoxificacion del imazamox en judia, especialmente en la raiz.

En veza, al contrario de lo descrito en judia, en presencia del herbicida la
actividad GST en hojas presentd valores notablemente mayores que en raiz (Fig.
3.17 y 3.18). Teniendo en cuenta esta respuesta y la descrita para la acumulacion
endoégena del herbicida se puede pensar que el herbicida no es degradado en la raiz,
donde la actividad GST es muy baja, por lo que se transporta hacia la parte aérea,
incrementandose esta actividad y posiblemente la de otras enzimas detoxificantes.

Las peroxidasas participan en muchos procesos fisiolégicos y en la
respuesta a varios factores externos tales como interacciones con patégenos,
heridas u otros estreses ambientales (Passardi., 2004), promoviendo una
defensa pasiva, mediante el estimulo del engrosamiento de las paredes celulares, o
activa, controlando el dafio oxidativo y/o participando en la degradacion de
compuestos téxicos (Passareli al., 2005). En la leguminosa forrajera no se
observa una tendencia clara de esta actividad, variando segun la dosis de herbicida,
el tiempo de exposicién y el érgano estudiado (Fig. 3.19 y 3.20), por lo que no
podemos relacionarla con los mecanismos de detoxificacion del herbicida. Sin
embargo, en judia la actividad peroxidasa incrementé con el imazamox en los
diferentes 6rganos estudiados, observandose los valores mas elevados en los tejidos
jovenes (Fig. 3.9 y 3.10), donde, el herbicida debia de estar siendo rapidamente
degradado, ya que a partir de los dos dias de tratamiento apenas se encontraron
restos del mismo (Fig. 3.6). Aunque se ha descrito que las enzimas
monooxigenasas P450 estan implicadas en la tolerancia a imazamox @adpar
2011), lo cierto es que la gran mayoria de los contaminantes orgénicos en las
plantas son oxidados por peroxidasas en la primera fase de la ruta de detoxificacion
(Kvesitadzeet al., 2009).
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4. Respuestas inducidas por imazamox en las simbio$thaseolus vulgaris-
Rhizobium tropici CIAT899 y Vicia sativa-Rhizobium leguminosarum bv viciae
VF39

Los herbicidas inhibidores de la AHAS, como hemos visto en los capitulos
anteriores y en la bibliografia mencionada, provocan la inhibicién del crecimiento
de las plantas, pero ademas se ha demostrado que también pueden reducir la
nodulacion y la fijacion de nitrdgeno en algunas especies de leguminosas
(Koopman et al., 1995). En muchos trabajos se considera que las imidazolinonas
afectan fundamentalmente a la capacidad para formar simbiosis efectivas
(Anderson et al., 2004, Zabals al., 2004, Drewet al., 2007), pero en nuestro
experimento el imazamox se aplicé en periodo vegetativo, cuando la simbiosis
estaba establecida. No obstante, la magnitud de los efectos depende del tipo de
herbicida, de la dosis y de la duracion de la exposicidn, asi como de la edad de la
planta y en gran medida de la especie vegetal (Abdeili., 2000). En base a
esto, en los trabajos consultados encontramos que los herbicidas imazaquin e
imazetapir no afectan al crecimiento y nodulacion de soja (Gongiabdz 1999),
mientras que estos parametros se reducen en plantas de guisantes tratadas con
imazetapir (Royuelat al., 2000, Gonzalezt al., 1996, Drevet al., 2007), en soja
con clorimuron etil (Zawoznik y Tomaro, 2005) y en garbanzo con clorsulfuron
(Anderson et al., 2004). Las dos leguminosas estudiadas mostraron un
comportamiento diferente en los pardmetros de crecimiento al ser tratadas con
imazamox, de hecho en judia el peso seco de nodulo (PSN) no cambid
significativamente con el tratamiento, mientras que el resto de paradmetros se redujo
(Tabla 4.1), y en veza se redujo el PSN a la mitad y el peso seco de la parte aérea,
mientras que el peso seco de raiz aumento6 (Tabla 4.5). Es dificil diferenciar si la
disminucion del peso seco de nddulo es un efecto directo del herbicida, que
contribuye a la reduccién del crecimiento al disminuir la fijacién de nitr6geno, o si,
por el contario, la disminucion del crecimiento, provocada por el herbicida
mediante otros procesos, es la causa de una menor demanda de nitrégeno por parte
de la planta, lo que conduce a una disminucion de la actividad nitrogenasa, nimero
de ndédulos etc., como indican algunos autores (Hartwig y Trommler, 2001,
Zabalzaet al., 2006).

Se ha descrito que inhibidores de la AHAS como el imazetapir alteran
profundamente el metabolismo del nitrogeno (Zabalzal., 2006, Bohnet al.,
2009, Zabalzat al., 2011), disminuyendo tanto la absorcién y reduccion de nitrato
(Scarponiet al., 1997, Keutgen et al., 2000, Zabaki al., 2006), como la
asimilacion de amonio (Scarpoet al, 1995, Scarponét al., 1997, Holmest al.,
2006). Ademas, en varios trabajos se ha observado una inhibicion de la fijacion
simbidtica de nitrégeno por esta clase de herbicidas (Martensson y Nilsson, 1989,
Sawickaet al., 1996, Royuelat al, 2000). En relacién a esto, nosotros detectamos
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una reduccidén del nitrégeno total por planta en ambas simbiosis estudiadas, donde
la Unica fuente de nitrégeno es la que proviene de la fijacion biologica de nitrégeno
(Tabla 4.3 y 4.7). Es probable que existan varios mecanismos por los cuales los
herbicidas inhibidores de la AHAS afectan a la fijacion de nitrogeno, dados los
multiples efectos bioquimicos y morfol6gicos que estos provocan y las numerosas
formas en que la fijacidon de nitrégeno puede regularse. Una de las explicaciones
gue se ha propuesto es que se produce conjuntamente una disminucién en el
crecimiento y en la demanda de nitrégeno, es decir, el cese del crecimiento de la
planta causado por la inhibicion de la biosintesis de aminoacidos de cadena
ramificada, en combinacién con una perturbacion simultanea de aminoacidos
libres, puede provocar una menor demanda de nitrégeno, lo que reduce la
absorcion de nitrato y/o la fijacion de nitrégeno, y de la translocacion de nitrégeno
a la parte aérea (Hartwig y Trommler, 2001, Zabalzal., 2006, Holmest al.,

2006). Que la reduccion del crecimiento y de la demanda de nitrégeno sean
concomitantes puede explicar que en ocasiones no haya disminucién del porcentaje
de nitrégeno o incluso esta proporcidn aumente ligeramente, lo que podria
enmascarar una inhibicion del funcionamiento de los nédulos (Rogtuglla 2000,
Zawoznik y Tomaro, 2005). Con respecto a otras alteraciones en el metabolismo
del nitrégeno hay afadir que se producen varias perturbaciones de los compuestos
nitrogenados de la planta, notablemente cambios en el conjunto de aminoacidos
libres y proteinas, como se ha visto también en capitulos anteriores.

En cuanto al metabolismo del carbono, el mecanismo de estos herbicidas
no se relaciona directamente con una inhibicion de la fotosintesis, pero la altera
levemente como efecto secundario, por lo que el flujo de carbono puede estar
ligeramente disminuido, como se aprecia en los resultados de porcentaje de
carbono en parte aérea (Tablas 4.3 y 4.7). En cambio, en raiz los fotoasimilados se
suelen acumular como consecuencia de una disminucion de la tasa de utilizacion de
los mismos (Zabalzat al., 2004), tal vez por ello no se apreciaron grandes
cambios en el porcentaje de carbono en las raices de judia y veza.

Royuelaet al. (1998) han descrito una elevada actividad AHAS en los
rizobios en vida libre y en bacteroides, relacionando esto con la tolerancia al
imazetapir de los rizobios y de las plantas de guisante en simbiosis, de hecho
encontraron que la actividad AHAS nodular triplicaba a las de raiz y hoja.
Coincidiendo con estos resultados, detectamos que el nédulo es el érgano que
mayor actividad AHAS presenta en ambas simbiosis, incluso en presencia del
imazamox (Fig. 4.1 y 4.6). Estos resultados contrastan con los de Zawoznik y
Tomaro (2005), donde en plantas de soja tratadas con clorimurén etil, otro
inhibidor de la AHAS, la mayor actividad de esta enzima se hallé en raiz y la méas
baja en nodulo. En el trabajo de Royuelaal. (1998) mencionado anteriormente,
proponen que la alta actividad AHAS de los bacteroides debe de proporcionar a las
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plantas noduladas una fuente adicional de aminoacidos ramificados, que la pueden
proteger frente a herbicidas inhibidores de esta enzima, hip6tesis también sostenida
por Zawoznik y Tomaro (2005). No obstante, parece poco probable que la AHAS
nodular pueda compensar la falta de aminoacidos ramificados del resto de tejidos
de la planta después de la aplicacién de imazamox, dada su elevada sensibilidad al
herbicida, ademas recientemente se ha confirmado que los bacteroides se vuelven
dependientes de la planta para obtener los aminoacidos ramificados{(Riell

2010), por lo que la elevada actividad AHAS del nédulo debe provenir de las
células vegetales.

Por otro lado, se ha descrito que la actividad AHAS en el resto de tejidos
de la planta, a parte del nédulo, tiene una respuesta similar tanto en plantas
noduladas como en no noduladas (Royeg¢lal., 1998). En contraste con esto, en
nuestro experimento observamos que con el imazamox la AHAS disminuye en
todos los 6rganos estudiados de judia y veza en simbiosis, y ademas, en la raiz de
las plantas de judia y veza noduladas esta actividad es inferior a la de los
experimentos de capitulos anteriores en los que las plantas no se inocularon. Esto
sugiere que o bien las plantas en simbiosis fueron menos tolerantes al herbicida, o
bien la estrategia de defensa y las prioridades en las plantas noduladas son
diferentes.

Como se ha comentado en los capitulos previos, la inhibicién de la AHAS
suele ir seguida de un incremento del contenido total de aminoé&cidos libres (Shaner
y Reider, 1986), provocado por un aumento de la proteolisis (Riebadés 1987).

Esto coincide con los resultados obtenidos en los 6rganos de judia (Fig. 4.2), donde
también las cantidades de los aminoacidos ramificados disminuyeron, a excepcion
de la isoleucina, que aument6 en todos los 6rganos. El incremento de isoleucina
también se detectd en los experimentos anteriores y las posibles causas de este
desequilibrio ya han sido discutidas.

El hecho de que en el nédulo de judia apenas se produjeran cambios en las
cantidades de valina y leucina, a pesar de la drastica inhibicién de la actividad
AHAS, no puede ser exclusivamente explicado por el aumento de la proteolisis,
sino que de nuevo cabria suponer un transporte de aminoacidos desde otras zonas.
Esta cuestion es aln mas evidente en el caso de las plantas de veza, donde a pesar
de la inhibicién de AHAS en el nddulo, en este érgano no se produjeron cambios
significativos en el contenido de aminoacidos libres totales, porcentaje de
aminodcidos ramificados, y de valina, leucina e isoleucina. Pero esta actividad en
raiz aumenté con el tratamiento de imazamox y la cantidad de aminoé&cidos libres
totales se incremento también notablemente. Ademas, la actividad AHAS en raiz se
correlacion6 positivamente con el porcentaje de aminoacidos ramificados en
noédulo. Estos resultados coinciden con los de Royaelal. (1998), quienes
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encontraron que la aplicacion de imazetapir en plantas noduladas de guisante no
produjo un descenso del conjunto de amino&cidos ramificados en nédulo.

En relacion a las respuestas descritas anteriormente, parece que en ambas
leguminosas se establece el mantenimiento de aminoacidos ramificados del nédulo
como una prioridad, lo que es coherente con la teoria de la auxotrofia simbiética de
los bacteroides especifica para aminoacidos ramificados &®rall, 2009). Esta
hipotesis sostiene que los bacteroides se hacen dependientes de la planta para el
suministro de aminoacidos ramificados y de esta forma éstas regulan el desarrollo y
persistencia de aquéllos, llegando a controlarlos como si se tratara de organulos
(Prell et al., 2010, Oldroyd et al., 2011). Esto hace que sea un punto critico de
control para la regulacién de la simbiosis y por tanto de la fijacion, ddekstiva.

Se ha demostrado que esto es asi Bdr@obium leguminosarurov viciae en
simbiosis con guisante (Pret al., 2009) Sinorhizobium meliloten simbiosis con
alfalfa (Capeleet al., 2006, Barnett al., 2004), yBradyrhizobium japonicunen
simbiosis con soja (Pesst al., 2007).

En judia el imazamox se acumulé principalmente en raiz y nédulo (Fig.
4.3), mientras que en veza lo hizo en la parte aérea de la planta (Fig. 4.8). Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidos en experimentos anteriores, en
los que se apreciaba que en judia quedaban pocos restos de herbicida tras 7 dias de
tratamiento, mientras que en veza, por el contrario, el imazamox parecia
acumularse con el tiempo (Fig. 3.6 y 3.16). El hecho de que en judia el herbicida se
acumule en las raices y el nédulo confirma que la planta pone en marcha tanto
mecanismos de degradacion como de inmovilizacién del herbicida para que no
alcance la parte aérea. Estos mecanismos que evitan en lo posible el transporte del
herbicida a la aérea, ya han sido descritos en otra leguminosa como la soja (Tecle
et al, 1993). Probablemente en raiz y nédulo, al estar en contacto directo con el
imazamox, la tasa de degradacion no supere a la de absorcion y esta sea la razén
por la que el herbicida se acumula e inhibe en gran proporcion la actividad AHAS
de nddulo. Por el contrario, en veza el imazamox se transporta hacia la parte aérea
de la planta, por lo que parece confirmar que el compuesto apenas se degrada en
esta especie, y por lo tanto se almacenara en la vacuola para que no interfiera con
la actividad AHAS. Es interesante comentar que el imazamox se acumuldé en
mucha mayor proporcidén en el experimento de plantas de veza en simbiosis que en
el experimento sin inoculacion.

En general, el imazamox induce la actividad GST en los cuatro 6rganos
estudiados de ambas simbiosis (Fig. 4.4 y 4.9), observandose una actividad mayor
en raiz de ambas leguminosas en condiciones control. La tendencia a una mayor
actividad GST en raiz, ya se describid en experimentos anteriores, coincidiendo
con lo descrito por otros autores (Youegal., 2001, Holme®t al., 2006). En
judia, donde hemos sefialado anteriormente que hay poco imazamox en la parte
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aérea, pensabamos que se podria relacionar con una elevada degradacion de este,
sin embargo, la GST esta estimulada pero no en la medida que cabria esperar, por
lo que en la degradacion del herbicida en judia deben participar otras enzimas en
mayor proporcion que la GST o que simplemente el herbicida no se transloque a la
parte aérea y quede retenido en las raices. Por otra parte, en veza el incremento de
esta actividad con el imazamox fue mas drastico en la parte aérea, especialmente en
hoja joven, justamente la parte de la planta donde el herbicida alcanz6 mayor
concentracién. Es posible que la GST realice una funcién de “marcado” de la
molécula de herbicida, lo que permita a la planta almacenarla, ya que se ha descrito
gue con frecuencia el glutation funciona como una sefial en una molécula que
indica que debe ser “secuestrada” en la vacuola (Schréder y Collins, 2002,
Cumminset al., 2011, Pangt al., 2012).

Los niveles de EROs y la defensa antioxidante juegan un papel crucial en
la simbiosis entre leguminosas y rizobios. La homeostasis redox es importante
tanto en el desarrollo de los nédulos (D'Haetzal., 2003, Peleg-Grossman et al.,
2007, Cardenast al., 2008) como en el control del metabolismo de los noédulos ya
establecidos (Changt al., 2009, Marino et al., 2009). En concreto existen ciertas
isoformas de FeMnSOD que intervienen en la regulacion del proceso de fijacion de
nitrégeno, al menos en noddulos determinados (Asensio et al.,, 2012). Las
superoxido dismutasa (SOD) son una barrera antioxidante primaria contra las
especies reactivas de oxigeno (EROs) debido a su capacidad para dismutar el anion
superéxido en perodxido de hidrogeno (Rubio et al., 2007). A pesar de lo postulado
por Zabalzaet al. (2007), donde indican que los herbicidas inhibidores de la AHAS
no inducen estrés oxidativo y por lo tanto no desencadenan una respuesta
antioxidante, en nuestro experimento detectamos que en ambas leguminosas en
simbiosis increment6 la SOD en hoja y raiz, sin embargo, en nédulo esta actividad
no cambio significativamente o disminuyo (Fig. 4.5 y 4.10). El incremento de esta
actividad puede estar relacionada con un cierto estrés oxidativo desencadenado por
el herbicida, o bien con las cascadas de sefializacion implicadas en las respuestas
de adaptacién a estrés, en las que se ha descrito que participan las moléculas de
0O,y H,O, (Dat et al., 2000, Broschet al., 2010). La disminucion de enzimas
antioxidantes se ha observado en nédulos de leguminosas, tanto durante la
senescencia natural como en condiciones de estrés ambiental, y se correlaciona con
una alteracion de la eficiencia de la fijacion de nitrégeno (Escuredo et al., 1996,
Jametet al., 2003, Loscost al., 2008), aunque en salinidad se ha observado un
incremento de la actividad SOD en nodulosPdevulgaris (Tejeraet al., 2004,
Jebareet al., 2005).

En condiciones control encontramos diferentes respuestas de la GPX en las
dos leguminosas, asi en judia la mayor actividad enzimética se registré en raiz y
nédulo, mientras que en veza fue en la parte aérea, mientras que en presencia de
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imazamox la GPX presenta la misma respuesta en ambas leguminosas,
induciéndose en hoja, resultados que coinciden con lo descrito por Zabalza
(2007), e inhibiéndose en nddulo y raiz (Fig. 4.5 y 4.10). Las peroxidadas
participan en diversas funciones fisiolégicas, incluyendo la participacion en la
detoxificaciobn de xenobidticos, la elongaciéon celular o la reticulacion de los
componentes de la pared celular (Passatrdl, 2004), y en cada especie y érgano
podrian tener funciones diferentes. Es interesante recordar que en los experimentos
del capitulo 2 los mayores incrementos de GPX se produjeron en las variedades
sensibles.
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Conclusiones

1. Las cepaghizobium tropici CIAT899 y Rhizobium leguminosarum bv viciae

VF39 presentan mayor tolerancia a imazamox. Estas bacterias no alteran
significativamente la actividad AHAS con el tratamiento del herbicida y muestran
mejor supervivencia durante la incubacion en sistema de microcosmos edéficos.

2. La aplicacion de imazamox en el cultivo de las leguminosas judia y veza reduce
el crecimiento vegetal y el contenido de pigmentos fotosintéticos, y aumenta los

azlcares solubles totales y la peroxidacion lipidica en hojas. En base a estos
parametros y las dosis utilizadas, las variedades Coco Blanc y Corina, de judia y
veza respectivamente, pueden considerarse tolerantes.

3. El estudio ontogénico de ambas especies se evidencia que el herbicida, al inicio
del tratamiento, se transporta a los tejidos jovenes. En éstos, la actividad AHAS es

mas sensible al imazamox comparado con tejidos maduros. Los aminoacidos

ramificados podrian ser transportados desde los tejidos menos afectados para
compensar la inhibicion de actividad producida en tejidos jovenes.

4. Las estrategias de tolerancia a imazamox son diferentes en judia y veza. En la
primera el herbicida se acumula en raiz y nédulo, mientras que en parte aérea
probablemente se degrade con el concurso de las actividades GST y GPX. En la
segunda se produce una acumulacion creciente del xenobibtico en parte aérea,
pudiendo ser almacenado en vacuola.

5. En el nddulo el tratamiento de imazamox disminuye la actividad AHAS, pero no
altera el contenido de aminoéacidos ramificados. En condiciones de simbiosis, la
homeostasis de valina, leucina e isoleucina de este 6rgano constituye una prioridad
para la planta, ya que es un punto critico para el control de la fijacion de nitrogeno.
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