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RESUMEN

En la actualidad una de las principales limitaciones en el uso de herbicidas es la
evolucion de poblaciones resistentes de malas hierbas a herbicidas. Este
proceso dinamico afecta tanto a la produccién de los cultivos (por descenso de
eficacia herbicida) como al medio ambiente (por el consecuente incremento en
el uso de otros herbicidas para su control) y representa uno de los mayores
retos en la malherbologia actual. El incremento de poblaciones de malas
hierbas resistentes se debe principalmente a la utilizacién de herbicidas como
Unica estrategia (lejos del manejo integrado), incrementandose la presion de
seleccion con el uso continuado de herbicidas con el mismo mecanismo de
accion. Ademas, es de destacar la imparable aparicién de poblaciones de malas
hierbas con resistencia multiple, que presentan mas de un mecanismo de
resistencia.

Amaranthus palmeri S. Watson, es una mala hierba nativa de EE.UU. muy
competitiva y problematica para los cultivos que ha demostrado una gran
capacidad de desarrollar resistencias multiples a distintos mecanismos de
accién herbicida. Uno de los tipos mas habituales de resistencia multiple en esta
especie, es la resistencia a dos tipos de herbicidas inhibidores de biosintesis de
amino acidos: glifosato e inhibidores de ALS (acetolactato sintasa). El glifosato
es el herbicida mas usado a nivel mundial y su diana es la inhibicion del enzima
5-enol-piruvato-siquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la ruta de biosintesis de
aminoacidos aromaticos (BAA). Los herbicidas inhibidores del enzima ALS,
incluyen cinco familias quimicas que tienen su diana en la via de biosintesis de
aminoacidos de cadena ramificada (BAR).

Este trabajo se plantea en el marco de la necesidad de profundizar en el
conocimiento de la fisiologia de las plantas resistentes a herbicidas, lo que
requiere, no solo identificar y dilucidar las bases moleculares de las resistencias,
sino también abordar el plano fisioldgico, analizando la respuesta a nivel de
metabolismo a la aplicacion de estos herbicidas. La utilizacién de plantas que
ya han desarrollado resistencia multiple a estos herbicidas es una buena
herramienta para desarrollar métodos para su deteccion, aportar claves para su
manejo y prevenir su aparicién. Ademas, el establecimiento de la accion
herbicida en plantas resistentes permite comprender cémo y por qué son
letales estos herbicidas (conocimiento del modo de accidon herbicida),
ayudando a que su utilizacién sea mas racional y sostenible.



Se ha profundizado en la fisiologia de una poblacién de A. palmeri con
resistencia multiple (RM) a los herbicidas glifosato y piritiobac (inhibidor de
ALS) y en los efectos fisioldgicos de estos herbicidas. Para ello, se han
caracterizado a nivel molecular los mecanismos de resistencia, y se ha abordado
la accion herbicida estudiando la respuesta fisioldgica a diferentes niveles tras
el tratamiento con glifosato, piritiobac o la mezcla de ambos.

La poblacion RM en estudio presenté dos mecanismos target site resistance
(TSR): La resistencia a glifosato estaba basada en la amplificacion génica de
EPSPS, y la resistencia a inhibidores de ALS, se identificaron mutaciones
puntuales en cinco posiciones del gen ALS (W574, S653, A122, A205 y G654).
Algunas de estas mutaciones fueron simples, identificandose en un Unico locus,
y otras fueron dobles, encontrandose individuos con mutaciones en dos locus
distintos del gen ALS. La mutacién en la posicion W574L fue la mas habitual,
estando presente en todos los casos de mutacién doble, y estuvo relacionada
con los mayores niveles de resistencia en la actividad ALS. Se caracterizd el
efecto de estos mecanismos de resistencia en la expresion de las vias de sintesis
afectadas y en la actividad ALS.

Se estudid la fisiologia de las plantas RM sin tratar, buscando caracteres
complementarios (factores pleiotropicos) a los mecanismos de resistencia. Se
detectd una mayor expresién génica de los enzimas de las rutas de BAA y BAR,
y en el contenido de AAR en las plantas RM frente a las plantas sensibles de
referencia (S). Estos efectos estan indirectamente relacionados con la
modificacion génica de la resistencia multiple, pero muy localizados en las rutas
dianas de los herbicidas a los que la poblaciéon es resistente. No se detectaron
caracteres adicionales en otros parametros fisiologicos.

Los efectos fisioldgicos caracteristicos de la aplicacion de glifosato e inhibidores
de ALS (acumulacion de carbohidratos y de aminoacidos) fueron evidentes en
la poblacién S tratada con estos herbicidas, mientras que no se detectaron en
la poblacion RM, con la excepcidn de la acumulacion de almidon. La aplicacion
conjunta de los dos herbicidas provocd un efecto antagonista o como mucho
un efecto aditivo para los parametros fisioldgicos evaluados, aspecto a tener en
cuenta a la hora de aplicar mezclas de estos herbicidas, ya que sugiere que la
aplicaciéon de mezclas en campo a las dosis recomendadas podria no ser
disminuida.

El perfil proteolitico de los individuos correspondientes a las poblaciones S, RM
y a una poblacion solo resistente a glifosato (RG) se analizé6 mediante la técnica



ABPP, para evaluar si las actividades de las proteasas vacuolares (VPEs), papain-
like cistein-proteasas (PLCPs) y proteasas de serina (SHs) eran diferentes entre
las poblaciones y valorar si estaban afectadas por los tratamientos herbicida,
complementando asi el analisis del perfil de aminoacidos libres. El aumento en
el contenido de aminoéacidos detectado con los tratamientos herbicidas en las
plantas sensibles, seria consecuencia de la induccién de VPEs y PLCPs
detectada, mientras que en las poblaciones RG y RM tratadas con los herbicidas
a los que son resistentes, no se detectd ni acumulacion de aminoacidos ni
induccion de actividades proteoliticas.

Por ultimo, se abordé el metabolismo de glutation en la accion y en la
resistencia a los herbicidas glifosato y piritiobac mediante la determinacion del
contenido de glutation (en todas sus formas) y en la actividad de las glutation
S-transferasas (GSTs). La respuesta fisioldgica de las plantas sensibles fue
diferente segun el herbicida aplicado, incrementando el contenido de glutation
tras glifosato e induciendo la actividad GST tras la inhibicion de ALS. Se detecto
una mayor actividad enzimatica GST potencial en las plantas sin tratar de las
poblaciones RG y RM, que podria complementar su fisiologia resistente como
mecanismo NTSR (no relacionado con la diana, non target site), si bien su
implicacién en presencia de los herbicidas no es tan evidente.

Este trabajo proporciona nuevos detalles acerca de la caracterizacién y de la
fisiologia de la poblacién RM y aporta informacién novedosa en cuanto a los
efectos fisioldgicos provocados en las plantas sensibles y resistentes por los
herbicidas IBAR e IBAA. Estos resultados son, potencialmente, de interés
practico para el sector agricola, por la importancia global de las malas hierbas
resistentes a glifosato, herbicida mas usado a nivel mundial y a inhibidores de
ALS, grupo de herbicidas que incluye un gran nimero de materias activas. Todo
ello, unido al incesante incremento de resistencias multiples a ambos tipos de
herbicidas, hace necesarios los estudios que profundicen en el conocimiento
fisiolégico de este tipo de resistencias para avanzar hacia un manejo mas
sostenible y duradero.



ABSTRACT

One of the main constraints in the current use of herbicides is the constant
evolution of herbicide-resistant weed populations. This dynamic process affects
both crop production (due to a decrease in herbicide efficacy) and the
environment (due to the consequent increase in the use of other herbicides for
its control) and represents one of the greatest challenges in current weed
control. The increase in resistant weed populations is mainly due to the use of
herbicides as the unique weed control strategy (far from integrated
management) by exerting an enormous selection pressure with the continuous
use of herbicides with the same mechanism of action. In addition, the
unstoppable evolution of multiple resistant weed populations (with more than
one resistance mechanism) is noteworthy.

Amaranthus palmeri S. Watson is a weed native to the USA, very competitive
and problematic due to its ability to evolve multiple resistance to different
herbicide mechanisms of action. One of the most common multiple resistances
detected in this species is the resistance to two types of amino acid biosynthesis
inhibiting-herbicides: glyphosate and ALS (acetolactate synthase) inhibitors.
Glyphosate is the most widely used herbicide worldwide and its target is the
inhibition of the enzyme 5-enol-pyruvate-acetolactate-3-phosphate synthase
(EPSPS) in the biosynthesis pathway of aromatic amino acid. ALS inhibitors
belong to five chemical families that target the branched-chain amino acid
(BAR) biosynthesis pathway.

This work is performed within the framework of the need of obtaining new
insights about physiology of resistant weeds. This involves not only
identifying and elucidating the molecular bases of resistance, but also
addressing the plant physiology, by analyzing the metabolic response to the
herbicide application. The study of plants that have already developed multiple
resistance to herbicides is a good tool to develop methods to detect them,
improve their management and prevent their evolution. Furthermore, the full
knowledge of the herbicidal action on resistant plants will unravel how and
why these herbicides are lethal (knowledge of the mode of action of the
herbicide), helping to make their use more rational and sustainable.

In this study, a full study of the physiology of an A. palmeri population with
multiple resistance (RM) to the herbicides glyphosate and pyrithiobac (ALS



inhibitor), and of the physiological effects of these herbicides have been
approached. For this purpose, the resistance molecular basis has been
deciphered and the physiological response to different levels of each herbicide
(and their mixture) has been approached to study the herbicide action.

The resistant population (RM) showed two mechanisms of target site resistance
(TSR): resistance to glyphosate by EPSPS gene amplification and resistance to
ALS inhibitors by point mutations at five positions of the ALS gene (W574, S653,
A122, A205, and G654). Some of these mutations were single, being identified
at a single locus, and others were double, finding individuals with mutations at
two different loci of the ALS gene. The most common mutation was W574L as
it was detected in all cases with double mutations, and it was related to the
highest levels of resistance in ALS activity. It was evaluated the effect of these
TSR mechanisms on the expression level of the targeted pathways and on ALS
activity.

In order to detect additional physiological aspects of the resistant population
(pleiotropic factors), the physiology of the untreated plants was evaluated.
When the untreated RM plants were compared with the sensitive population of
reference (S): a higher gene expression of the enzymes of the branched-chain
and aromatic amino acid biosynthetic pathways and a higher branched-chain
amino acid content were detected. These effects were indirectly related to gene
modifications involved in multiple resistance, but much localized in the
pathways containing the target of the herbicides to which the population is
resistant to. No further additional characters were detected in other
physiological parameters.

The characteristic physiological effects of glyphosate and ALS inhibitors
(carbohydrate and amino acid accumulation) were evident in the S population,
while they were not detected in the RM population, with the exception of the
observed starch accumulation. The application of the two herbicides together
caused an antagonistic effect or at most, an additive effect at the level
physiological parameters evaluated. This aspect has to be considered when
applying mixtures of these herbicides, as it suggests the recommended field
rates of both herbicides have to be fully applied, and the application rates
cannot be reduced.

The proteolytic profile of plants of the S, RM, and one glyphosate-resistant
population (RG) was analyzed using the ABPP technique, to evaluate whether
the activities of vacuolar proteases (VPEs), papain-like cysteine proteases



(PLCPs), and serine proteases (SHs) were different among the populations and
whether they were affected by the herbicide treatments. This study was
complementary to the profile of the free amino acids performed. The increase
in free amino acid pool detected in S treated plants would be a consequence
of the detected VPEs and PLCPs induction, while RG and RM plants treated with
the herbicides to which they are resistant to did not show amino acid
accumulation nor proteolytic activity induction.

Finally, the role of glutathione metabolism in the herbicide action of and
resistance to the herbicides glyphosate and pyrithiobac was addressed by
determining glutathione content (in all its forms) and the activity of glutathione
S-transferases (GSTs). The response in the S population was different between
the herbicides: glutathione content was increased after glyphosate and GST
activity was induced after ALS inhibition. Higher basal GST enzyme activity was
detected in untreated RG and RM plants, which could be an additional NTS (non
target resistance) mechanism in their resistant weed physiology, although its
specific role in treated plants is less evident.

In summary, this work provides new insights on the characterization and
physiology of the RM population and unravels the physiological effects of
glyphosate and ALS inhibitors on sensitive and resistant plants. These results
are, potentially, of great practical and agricultural interest, due to the global
significance of weed populations resistant to glyphosate (the most used
herbicide worldwide) or to ALS-inhibitors (where a great number of active
ingredients are included). All this, together with the continuous evolution of RM
populations to both types of herbicides, makes essential to deepen our
physiological knowledge of this type of resistances, moving forward a more
sustainable and lasting weed management.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 MALAS HIERBAS Y HERBICIDAS
1.1.1 CONCEPTO DE MALA HIERBA

Las malas hierbas se han considerado tradicionalmente, como plantas que
crecen siempre o de forma predominante en situaciones marcadamente
alteradas por el hombre y que resultan no deseables por él en un lugar y
momento determinado (Pujadas Salva & Bermejo, 1988). Este concepto de
“mala hierba” tiene un origen antropocéntrico, enfocado principalmente en el
sector agricola, y algunas de estas malas hierbas son consideradas especies
invasoras. El término invasora, hace referencia a especies exdticas con gran
capacidad de expansion, que llegan a alterar los ecosistemas naturales y afectan
significativamente sobre cultivos o aprovechamientos con un importante
interés econdmico (Ramil-Rego & Vales, 2019)

Si analizamos las malas hierbas desde otro punto de vista, muchas de ellas
cumplen una gran diversidad de servicios ecosistémicos (Moonen & Barberi,
2008), y tienen un valor agroecoldgico, limitando el dafio de las plagas de
insectos en los cultivos, al ser habitats de enemigos naturales de estas plagas
(Nentwig et al, 1998), o incluso reduciendo la erosion del suelo (Weil, 1982).
Por todo ello, y al margen de las consideraciones de caracter antrépico, algunos
autores también han definido las malas hierbas desde una perspectiva
ecolégica como “plantas que son especialmente exitosas colonizando
ambientes alterados, pero potencialmente productivos, y manteniendo su
abundancia en condiciones de perturbacion repetida” (Mohler, 2001). Este
nuevo concepto se esfuerza por integrar las funciones agroecolégicas de las
malas hierbas y las estrategias de manejo y control para prevenir problemas.
No solo deben ser evaluadas por su potencial impacto en la calidad de los
cultivos, sino también como componentes integrales de los agroecosistemas
con los que interactian (Roma-Burgos et al,, 2019).

Las comunidades de malas hierbas presentan unas caracteristicas especificas en
comparacion con otros tipos de vegetacion (Cousens & Mortimer, 1995; Booth
et al, 2003). Las malas hierbas son organismos altamente adaptables (Navas,
2012), tienen una gran plasticidad genética, lo que les permite desarrollar una
elevada capacidad de crecer de forma competitiva por los nutrientes, la luz y el
agua. Ademas, también son capaces de germinar en variados y numerosos
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ambientes, produciendo una gran cantidad de semillas que presentan gran
longevidad (Baker, 1974) y que se dispersan facilmente, sobre todo en habitats
alterados por la actividad humana. Por todas estas caracteristicas, se cree que
las malas hierbas son las que mejor se adaptan a las condiciones locales y a los
desafios climaticos actuales, poniendo en peligro muchas veces la flora
autéctona e interfiriendo en los rendimientos, producciéon y recoleccién de
diferentes cultivos.

Sin embargo, no todas las malas hierbas poseen todas las caracteristicas que se
consideran indeseables. Adicionalmente a la capacidad de crecimiento en
habitats alterados, todas tienen al menos algunos de los siguientes rasgos:
poseen un rapido crecimiento de las plantulas, elevada capacidad de
reproducirse tempranamente, rapida maduracion o cortos periodos de estado
vegetativo, reproducciéon tanto vegetativa como por semilla, plasticidad
ambiental (tolerando amplios rangos de condiciones edafoclimaticas),
autocompatibilidad, polinizacion sin gran especificidad de polinizadores, pocos
requerimientos de germinacion, produccién de semillas de tamafios similares a
los cultivos en los que se suele desarrollar, altas producciones de semillas de
facil dispersion, sistemas radicales muy profundos y sistemas de desarrollo
vegetativo con gran almacén de nutrientes capaces de generar nuevas plantas.

Es importante comprender el tipo de dafios que pueden ocasionar las malas
hierbas en la agricultura porque esto puede ayudar a determinar el tipo de
accion apropiada contra las malas hierbas. Los efectos perjudiciales en cultivos
se suelen agrupar en: A) competicidon con plantas del cultivo por nutrientes,
agua y luz, siendo el elemento mas limitante la principal razén de la
competencia, B) descenso de la calidad del producto agricola, ya sea el
producto cosechado como la calidad de un pasto, C) manejo de agua en
regadio, D) descenso del valor de la tierra y del cultivo elegido por presencia
de malas hierbas y E) incremento de los costes de produccién y procesado.

1.1.2 CONTROL DE LAS MALAS HIERBAS

Existen diversos sistemas de control de malas hierbas capaces de restringir su
crecimiento y dispersion: sistemas de prevencion, erradicacion y control
(reduccion). Los sistemas de prevencién mantienen zonas e incluso paises libres
de malas hierbas, evitando su introduccién a través de medidas legislativas e
higiénicas. Los sistemas de erradicacién son medidas basadas en la eliminacion

4
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total de las malas hierbas, aunque solo es aconsejable cuando se lucha contra
especies muy agresivas que intentan colonizar un area limitada. Los métodos
de control procuran mantener las poblaciones de malas hierbas a niveles
aceptables dentro del umbral econdémico de dafios (en una estrategia de
contencidén), o bien para reducir sus poblaciones desde un punto de vista a més
largo plazo (en una estrategia de reduccién). Los métodos de control pueden
clasificarse como métodos quimicos y no quimicos.

En el grupo de los métodos de control no quimicos se incluyen los agronémicos
o también llamados culturales, mecanicos y bioldgicos. El manejo cultural de
malas hierbas hace referencia a las practicas agronémicas que utilizan la
competitividad del cultivo para maximizar su crecimiento mientras que
disminuye el crecimiento y competitividad de las malas hierbas asociadas. Las
estrategias culturales incluyen tacticas como la rotacion de cultivos, la mejora
de competencia de cultivos mediante la seleccion de distintas variedades y la
fecha de siembra (Beckie, 2006; O'Donovan et al., 2007).

Los métodos mecanicos se basan principalmente en el laboreo y en métodos
fisicos como la siega, uso de coberturas inertes, acolchados y aplicaciéon de
técnicas térmicas como la solarizaciéon. Los métodos biolégicos se sirven de un
conjunto de agentes y procesos biolégicos para eliminar las malas hierbas. El
control biolégico clasico, se basa en controlar malas hierbas invasoras no
nativas con enemigos naturales originarios del ambiente nativo de las malas
hierbas, demostrando ser una estrategia viable para el cultivo de malas hierbas
en areas sometidas a un manejo de baja intensidad (pastizales, bosques, etc.)
(Vencill et al,, 2012), aunque su uso continia muy limitado. El control biolégico
por técnica inundativa, también llamado estrategia de bioherbicidas, consiste
en aplicar un organismo vivo (habitualmente esporas de un hongo) para lograr
una rapida reduccion de las poblaciones de malas hierbas. Este tipo de control
ha demostrado tener éxito en condiciones puntuales, pero no con
caracteristicas muy rentables econdmicamente.

A pesar de tener un amplio abanico de opciones de control no quimico, como
métodos mecanicos, métodos culturales y métodos bioldgicos (Figura 1.1), una
de las herramientas principales de control de estas plantas no deseadas, son los
herbicidas, que representan el mayor insumo agroquimico mundial dentro de
los plaguicidas, en la produccion de cultivos (Edwards & Hannah, 2014). Las
ventajas del control quimico sobre los métodos no quimicos se basan en la
facilidad y rapidez en su aplicacidon en distintos estadios, permitiendo mantener
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los cultivos libres de competencia en las primeras etapas del cultivo, lo que
conlleva una optimizacion de recursos, con menores costes de mano de obra y
tiempo. Aunque también tienen varias limitaciones como el riesgo de
generacion de resistencias, ademas de suponer un potencial peligro para el
medio ambiente y la salud, si no se les da un uso correcto.

Métodos mecanicos: laboreo,

siega, coberturas inertes,

acolchados, solarizaciéon

Manejo Integrado de
Malas hierbas

Métodos quimicos:
herbicidas especificos,
dosis adecuadas, vigilancia

y seguimiento

Métodos culturales: rotacién de
cultivos, seleccion de

variedades, fecha de siembra,

coberturas vegetales vivas

Figura 1.1. Principios generales de la gestién integrada de malas hierbas.

El método ideal de control y manejo, seria combinar varias de estas estrategias,
en lo que se conoce como manejo integrado de malas hierbas (Figura 1.1). Esta
gestion integrada puede ser definida con un enfoque holistico capaz de
integrar diferentes métodos de control para brindar al cultivo una ventaja sobre
estas malas hierbas. De esta forma se incrementa la sostenibilidad de los
sistemas de cultivos y se reduce la presion de seleccidn sobre la resistencia a
herbicidas de las malas hierbas (Harker & O'Donovan, 2013).
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1.1.3 CONCEPTO DE HERBICIDA

Se puede definir herbicida como aquel producto quimico que mata organismos
vegetales o inhibe total o parcialmente su crecimiento. Los herbicidas causan
disrupciones en la fisiologia o metabolismo de la planta durante un periodo de
tiempo lo suficientemente largo como para matarla o limitar severamente su
crecimiento.

Los herbicidas pueden ser absorbidos via radical, foliar o ambas; pueden afectar
a todas las plantas (herbicidas totales) o por el contrario afectar solo a algunas
especies (herbicidas selectivos), también pueden persistir en el medio ambiente
o ser rapidamente degradados y pueden afectar de manera local (afectan solo
a la zona de la planta en contacto con el herbicida) o de manera sistémica (los
herbicidas son translocados por toda la planta y producen efectos toxicos en
zonas no tratadas directamente). Una vez que el herbicida entra en contacto
con la célula vegetal, pueden producirse diversas reacciones que dependen de
factores como: la especie vegetal, estado fenoldgico, tipo de herbicida aplicado,
dosis, formulacion, condiciones edafoclimaticas, etc.

1.1.3.1 MECANISMO DE ACCION Y CLASIFICACION DE LOS
HERBICIDAS

El mecanismo de accion de un herbicida (también conocido como diana o sitio
de accidén) hace referencia al primer lugar de accién del mismo, al proceso
primario, bioquimico o biofisico, que es bloqueado o destruido con la menor
dosis de herbicida (Abell, 1996). La mayoria de las dianas objetivo de los
herbicidas son enzimas involucrados en rutas metabdlicas primarias o proteinas
que llevan a cabo funciones fisioldgicas esenciales (Dayan et al., 2010).

Los herbicidas pueden clasificarse en funcién de numerosos criterios: estructura
quimica, toxicidad, método de aplicacion, comportamiento en el suelo... La
clasificacién que se basa en el mecanismo de accion del herbicida, proporciona
gran informacion sobre el efecto fitotdéxico que produce, es decir, sobre la
interaccion especifica herbicida-planta y es una herramienta muy util para la
prevencion de resistencias.

El Comité de Accidn contra la Resistencia a Herbicidas (HRAC) y la Sociedad
Norteamericana de Malherbologia (WSSA) han desarrollado distintas
clasificaciones de los herbicidas de acuerdo a su sitio de accion. La clasificacion
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desarrollada por WSSA asignaba nimeros a los herbicidas con similar modo de
accion, y el HRAC, que agrupaba a los herbicidas de la A a la Z en un total de
25 mecanismos de accidon (Tabla 1.1). Ambos sistemas de clasificacion se
unificaron en 2020, ya que clasificar por letras suponia una serie de
inconvenientes; el nimero de letras es limitado (existiendo 25 mecanismos de
accién reconocidos en 2010, pero se esperan de 2 a 4 nuevos en los proximos
10 aflos), y que hay paises que no utilizan el alfabeto latino. Ademas, el sistema
numérico también estaba siendo usado por otros Comités como el Comité de
accién de resistencia a fungicidas (FRAC). Por todo ello, la HRAC, mediante un
grupo de trabajo decidio, unificarse con la WSSA, y actualizar la clasificacién.
También establecidé una agrupacion de orden superior en tres apartados
principales; herbicidas que afectan al metabolismo celular, herbicidas que
afectan a la division celular y al crecimiento y herbicidas relacionados con la
activacion de luz de especies de oxigeno reactivas (ROS) (Figura 1.
suplementaria).

En este estudio, se han utilizado herbicidas del grupo 2 (anteriormente de la
familia B) y del grupo 9 (anteriormente de la familia G). Ambos afectan a la
biosintesis de aminoacidos en las plantas. Los que pertenecen al grupo 2, son
herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos ramificados (IBAR) o
también llamados inhibidores del enzima acetolactato sintasa (ALS). El del
grupo 9, inhibe el enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS),
enzima que participa en la ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos
(IBAA).

Tabla 1.1. Clasificacion de los herbicidas segiin su mecanismo de accién utilizando el sistema de
clasificacion numérico WSSA & HRAC. En la tabla también aparece la antigua clasificacion por letras
del HRAC. (Modificado de HRAC, 2021; WSSA, 2021).

GRUPO Antigua
clasificacion )
WSSA & HRAC MECANISMO DE ACCION
HRAC

1 A Inhibidores del enzima acetil CoA carboxilasa (ACCasa)
2 B Inhibidores enzimaticos de la acetolactato sintasa (ALS)
3 K1 Inhibidores de la unién de microtubulos

4 (¢} Auxinas sintéticas

5 c1,2 Inhibidores del fotosistema I-Serina 264
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6 a3 Inhibidores del fotosistema II-Histidina 215

9 G Inhibidores de la EPSPS sintasa

10 H Inhibidores de la glutamina sintetasa (GS)

12 F1 Decoloracién: inhibicién de la sintesis de carotenoides a

nivel de la fitoeno desaturasa (PDS)

13 F4 Inhibidores de la 1-deoxy-d-xilulosa 5-fosfato sintasa
(DOXP)

14 E Inhibidores del protoporfirindgeno oxidasa (PPO)

15 K3 Inhibidores de VLCFAs

18 | Inhibidores de la dihidropterato sintasa (DHP sintasa)

19 P Inhibidores del transporte de auxinas (AIA)

22 D Desviacion del flujo electrénico del fotosistema |

23 K2 Inhibidores de la organizacion de microttbulos

24 M Desacopladores

27 F2 Inhibicién de la 4-hidroxifeinl-piruvato-dioxigenasa (4-
HPPD)

29 L Inhibidores de la sintesis de la pared celular (celulosa)

30 Q Inhibicion de la tioesterasa de acidos grasos

31 R Inhibicion de serina treonina proteina fosfatasa

32 S Inhibicién de solanesil difosfato sintasa

33 T Inhibicion de homogentisato solanesiltransferasa

34 F3 inhibicion de la licopeno ciclasa

0 z Modo de accién desconocido

1.1.3.2 MODO DE ACCION DE LOS HERBICIDAS

Una vez que el herbicida alcanza la diana, se desencadenan una serie de

consecuencias fisioldgicas antes de que ocurra la muerte de la planta, es lo que

se conoce como modo de accion de un herbicida. Los mecanismos de accién

de los herbicidas que se comercializan normalmente estan bien descritos, pero

no asi su modo de accién, el proceso que origina la toxicidad en las plantas. De
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manera general, se han propuesto tres razones que podrian explicar los
procesos que conducen a la muerte de las plantas después de que los
herbicidas aplicados alcancen su diana o mecanismo de accidén. La primera,
puede deberse a la falta de productos de la via metabdlica donde se encuentra
el enzima objetivo como consecuencia de la inhibicidn de dicha via. La segunda,
puede ser por la acumulacién de sustratos o de metabolitos en las etapas
anteriores al enzima inhibido en la ruta metabdlica. Y, por Ultimo, debido a
reacciones secundarias provocadas después de la inhibicion de la diana por
parte del herbicida (Siehl, 1997).

Conocer qué procesos metabolicos generan finalmente la muerte de las plantas
es fundamental para encontrar nuevos mecanismos de accion herbicida, y de
esta forma evitar el desarrollo de resistencias entre las poblaciones de malas
hierbas. Ademas, analizar esta respuesta de las plantas a los herbicidas puede
servir de modelo para disefiar nuevas moléculas de origen natural con efecto
herbicida. Todo ello, supondria ademas la posibilidad de aplicar estos
inhibidores de una forma mas eficaz y sostenible, disminuyendo a su vez, el
impacto ambiental asociado a los usos agricolas.

1.1.4. CONTEXTO HISTORICO Y SITUACION ACTUAL DE LOS
HERBICIDAS

El primer herbicida sintético fue descubierto a principios de la década de 1940
(Sterling, 1997) y su eficacia y selectividad causaron un cambio de paradigma
en las practicas de manejo de malas hierbas (Figura 1.2). Desde principios de
los afios 50 hasta mediados de los 80, se fueron descubriendo herbicidas con
nuevos mecanismos de accién, a un ritmo relativamente constante (Dayan,
2019) (Figura 1.2). Cabe sefialar como hito importante, la década de los 70
estuvo marcada por el descubrimiento del herbicida mas utilizado
histéricamente, el glifosato, que permitid a su vez nuevas técnicas de cultivo
como la siembra directa (Figura 1.2). Al mismo tiempo, en Estados Unidos (y
posteriormente extendida por numerosos paises) estaba ocurriendo la famosa
“Revolucion Verde” que consistié en utilizar variedades mejoradas de grano,
fertilizantes y fitosanitarios, principalmente herbicidas, sobre la base de una
produccidn extensiva de gran escala y muy mecanizada (Figura 1.2). En los afios
80, se empezaron a sintetizar compuestos quimicos pertenecientes a la familia
de los herbicidas inhibidores del enzima acetolactato sintasa (ALS) (Figura 1.2).
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En la década de los noventa se descubrié la primera biomolécula herbicida, el
glufosinato y se desarrollaron los cultivos genéticamente modificados
resistentes a herbicidas (Figura 1.2). A partir del afo 2000, se fueron
introduciendo nuevos herbicidas, pero con los mismos mecanismos de accién
(Figura 1.2). Entre los afios 1980 y 2009, Gerwick (2010) informé de 137
ingredientes activos nuevos de herbicidas, pero todos tenian el mismo
mecanismo de accion de los herbicidas introducidos antes de 1990. La facilidad
de gestion de los cultivos resistentes al glifosato, su rapida eficacia combinada
con la simplicidad de operacién, llevd a la industria agroquimica a invertir
menos en el desarrollo de nuevos principios activos, en concreto en aquellos
con nuevos mecanismos de acciodn (Larran, 2018).

Dada la creciente preocupacion por la problemética ambiental y social en el
contexto europeo, los organismos legislativos de la Unidén Europea (UE)
redujeron progresivamente las autorizaciones de materias activas herbicidas,
basdndose en caracteristicas (eco) toxicoldgicas. La Directiva 91/414/CEE por la
que se disponia de una lista Unica de sustancias activas autorizadas en los
productos fitosanitarios, marcé un antes y un después, ya que no se renovaron
22 sustancias activas, 8 de ellas herbicidas. El reglamento (CE) N° 1107/2009,
da un paso mas y garantiza un alto grado de proteccion de la salud humana y
animal ademas del medio ambiente (Figura 1.2). Como resultado, el mercado
de herbicidas europeo se redujo a tan sélo seis tipos de mecanismos de accién
diferentes. En el caso de Espaiia, la legislacion referente es el Real Decreto
1311/2012 y el Plan de Accion Nacional (PAN) (2018-2022) en el que se
establecen los objetivos para conseguir un uso sostenible de productos
fitosanitarios, tal y como indica la Directiva de uso sostenible de productos
fitosanitarios 128/2009 (Figura 1.2). Del total de las 316 materias activas
reconocidas internacionalmente con propiedades herbicidas (Heap, 2021), sélo
estan autorizadas en Espafia unas 79 aproximadamente, para su uso como
herbicida (MAPA, 2021).

En el caso de los herbicidas inhibidores de ALS, aunque a nivel de la UE se han
registrado numerosos ingredientes activos pertenecientes a las 6 clases
guimicas, en Espafia solo esta permitido el uso de algunos de ellos, por ejemplo,
de la familia quimica de los piridiminil benzoatos, solo se puede utilizar el
bispiribac sodio o en el caso de las imidazolinonas, s6lo esta permitido el uso
del imazamox en los cultivos (Reglamento (CE) N° 1107/2009).
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Esta intensificacidn de las legislaciones medioambientales esta incrementando
los costes en el desarrollo y registro de nuevos herbicidas (Roma-Burgos et al,
2019). Si se van autorizando cada vez menos materias activas en el mercado,
los agricultores se enfrentan a una pérdida potencial de los herbicidas como
herramientas eficaces y econdmicas, y como problemética afadida, siguen
utilizando una misma sustancia activa de forma habitual, por lo que la presion
de seleccidn sobre las poblaciones de malas hierbas incrementa, con el
consecuente riesgo de desarrollo de resistencias, contaminaciones ambientales
y desequilibrios ecolodgicos.
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1940

Aparicion de los primeros herbicidas
organicos. Sintesis 2,4-D (dcido 2.4-
diclorofenoxiacético) utilizado como
herbicida hormonal.

1950

Sintesis de triazinas y
derivados de la urea.

1960

Sintesis de bipiridilos. Herbicidas
totales muy toxicos como diquat y
paraquat. Prohibidos en la
actualidad.

1970

Aparicion del glifosato.
Nuevas técnicas de cultivo
como la siembra directa.

(NNJI) IAYIA NQIDNTOATH

1980

Sintesis de imidazolinonas y
sulfonilureas (Inhibidores de
ALS).

1990

Se generan los cultivos modificados
genéticamente resistentes a herbicidas
Descubrimiento de la primera
biomolécula herbicida, glufosinato.

2000

Introduccion de nuevos herbicidas pero
con el mismo mecanismo de accion.
Contintia la evoluciéon de malas hierbas
resistentes.

Monsanto pierde la patente del glifosato.

2009

Reglamento (CE) 1107/2009 del
Parlamento Europeo y del Consejo,
relativo a la comercializacion de
productos fitosanitarios.

Directiva 2009/128/CE sobre el uso
sostenible de productos fitosanitarios.

2012

Espafia --> Real Decreto 1311/2012, por el
que se establece el marco de actuaciéon
para conseguir un uso sostenible de los
productos fitosanitarios.

2015

El glifosato aparecié en el escenario
mundial como una cuestion legal, politica
y cientifica. Debate en torno a sus usos y
riesgos.

2017

La Unién Europea (UE) decidié renovar
por cinco anos la licencia del glifosato.

2018

Plan de acciéon nacional para el uso
sostenible de productos fitosanitarios
(2018-2022).

2019

Numerosos paises, incluyendo Espaia,
estan emitiendo declaraciones sobre
restricciones parciales en el uso de
glifosato.

ACTUALIDAD

Figura 1.2 Breve cronologia sobre la historia del control quimico de las malas hierbas.
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1.1.4.1 CONTEXTO HISTORICO DEL HERBICIDA GLIFOSATO

Después de que se identificase la actividad herbicida del glifosato en 1970
(Franz et al, 1997), se realiz6 su patente por parte de la empresa Monsanto, y
a los cuatro aflos comenzd su comercializacién como un producto formulado
de uso final llamado Roundup ®, un herbicida total. Antes de la llegada de los
cultivos resistentes al glifosato, su funcidn era similar a otros herbicidas totales
como el paraquat y diquat, comercializados una década antes que el glifosato
(Duke, 2018). Se usaba ampliamente como herbicida total en situaciones de
pre-siembra y en sistemas de siembra directa. También en usos no agricolas
para controlar malas hierbas en carreteras, caminos, lineas de ferrocarril, etc.
(Duke, 2018).

El glifosato no podia ser usado sobre cultivos, aunque se hicieron intentos de
utilizarlo en cultivos en hileras evitando el contacto con el cultivo con diversos
avances en la tecnologia de aplicacion. Sin embargo, su caracter sistémico y
altamente fitotdxico impedia su uso sobre cultivos. La biotecnologia aporté la
solucion: cultivos genéticamente modificados para resistir al glifosato (Duke,
2018). En 1996, el mismo afio que se descubrio la primera mala hierba resistente
al glifosato se desarrollaron y se introdujeron los cultivos modificados
genéticamente resistentes al glifosato (Duke & Powles, 2008). La soja resistente
al glifosato fue el primer cultivo lanzado y comercializado bajo la marca
Roundup Ready en los EE.UU. (Dill, 2005). Hoy en dia hay seis cultivos principales
resistentes a glifosato: soja [Glycine max (L) Merr.], Maiz (Zea mays L.), algodén
(Gossypium hirsutum L.), canola (Brassica napa L.), alfalfa (Medicago sativa L.) y
remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) (Green, 2018). Estos cultivos Roundup
Ready contienen un gen derivado de Agrobacterium sp. cepa CP4, que codifica
un enzima tolerante al glifosato, denominado CP4 EPSP sintasa (Padgette et al,
1995; Barry et al, 1997) y que fue transferido al genoma de la planta y
sobreexpresado confiriéndole asi la caracteristica de tolerancia al herbicida
(Windels et al, 2001).

Estos avances en biotecnologia permitieron el cambio en el patrén de uso de
glifosato, aplicandolo en post-emergencia del cultivo como un herbicida
selectivo, con el fin de eliminar todas las malas hierbas sin dafar el cultivo
(Powles, 2008). Las ventajas fueron beneficiosas sobre todo para los
agricultores, con efectos econémicos significativos en la agricultura, desde el
remplazo de los mercados de herbicidas anteriores (Nelson & Bullock, 2003;
Gianessi, 2008), hasta el ahorro de costos para los agricultores en el manejo de
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malas hierbas (Barfoot, 2008; Gianessi, 2008). La adopcion de esta biotecnologia
de cultivos, también aporté beneficios ambientales, ya que contribuyd a una
reduccion en el nivel de emisiones de gases de efecto invernadero de la
agricultura (Brookes & Barfoot, 2018). Este ahorro en las emisiones de dioxido
de carbono fue debido a una reduccién en el uso de combustible asociado a
cambios en los sistemas de labranza (Brookes & Barfoot, 2018).

Desafortunadamente, la evolucién de estos cultivos con esta tecnologia
también fue acompafada de riesgos y problemas, el principal de ellos; la
aparicion de malas hierbas resistentes, por presién masiva de seleccién
(Carpenter & Gianessi, 2010). Aio tras afio, los productores abusaron de la
utilizacion de glifosato en las grandes extensiones de monocultivo (Gaines et
al, 2010) y adoptaron rapidamente los cultivos resistentes al glifosato.
Paralelamente, las compafias cambiaron sus presupuestos de blusqueda de
nuevos herbicidas con nuevos mecanismos de accion, (Vila-Aiub et al, 2012;
Duke, 2018) por inversiones en el desarrollo de semillas transgénicas (Green,
2018) ya que econdmicamente era mas rentable.

En el aflo 2000, Monsanto perdid la patente de glifosato, permitiendo asi la
entrada de productos genéricos, ya que docenas de empresas comenzaron a
formular productos de glifosato (Figura 1.2). Como resultado, las superficies
tratadas con glifosato ya fueran para usos agricolas como no agricolas,
aumentaron rapidamente. Los agricultores de todo el mundo, pasaron de
aplicar alrededor de 51,3 millones de kg de glifosato en 1995 (Benbrook, 2016)
a aplicar 826 millones de kg de glifosato en 2014, un aumento de casi cien veces
desde el afio 1974 (Malkanthi et al, 2019). Ningun pesticida en la historia de la
agricultura habia sido utilizado tan ampliamente. La situacion en Europa difiere
de estos datos generales puesto que no estd autorizado el cultivo de OMG
resistentes a glifosato, por lo que su uso es solamente como herbicida total.

A pesar de sus ventajas, el glifosato siempre ha estado en el punto de mira. En
los afios 80, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) empezd a estudiar su
posible peligrosidad y potencial carcinogénico. En el afio 1991, se considerd un
herbicida con baja toxicidad aguda y crénica para mamiferos. En el 2002,
cuando la UE concedi6 la renovacion de la aprobacion al glifosato, se evaluaron
sus efectos sobre organismos y ecosistemas, pero los andlisis fueron limitados
a estudios de laboratorio con dosis muy altas y un pequefio nimero de
especies, un enfoque que fue bastante criticado. Entre el afio 2012 y 2015, los
estados miembros, la EPA, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
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(EFSA) evaluaron mas exhaustivamente los efectos de este herbicida. Después
de esta evaluacion, se publicé que: si se utiliza segun las indicaciones de la
etiqueta, “es improbable que el glifosato constituya un riesgo carcindgeno para
los seres humanos” (EFSA, 2015), informe que fue contrario al elaborado ese
mismo afo por la IARC, que lo clasific6 como “probable carcindgeno en seres
humanos”, empezando asi un debate mundial, legal, politico y cientifico
entorno a sus usos Y a sus riesgos (IARC, 2015) (Figura 1.2).

GLIFOSATO e ek A 7=
E STOP
Js% GLIFOSATO

P

Imagen 1.1. Carteleria critica en contra del uso del glifosato.

Bajo el contexto de este debate, y a pesar de que asociaciones en defensa del
medio ambiente, colectivos ecologistas e iniciativas ciudadanas se posicionasen
a favor de la prohibicion del glifosato (Imagen 1.1), en el afio 2017, tras una
evaluacioén cientifica exhaustiva, la UE llegd a la conclusion de que no existe
ningun vinculo entre esta sustancia y el cancer en los humanos y se adopté la
renovacion de su uso en la UE por cinco afios mas (Figura 1.2), por lo que a dia
de hoy se encuentra autorizado como materia activa en la UE, con todos los
informes favorables. Sin embargo, en el afio 2019, paises como Francia, Italia,
Bélgica, Dinamarca, Republica Checa y Portugal emitieron declaraciones sobre
restricciones parciales en su uso, y Austria, se ha convertido en el primero en
prohibir totalmente el uso de glifosato en todo el territorio nacional (Figura 1.2).

En Espafia también se estd procediendo a revisar y evaluar los productos
fitosanitarios autorizados que contengan esta sustancia activa, emitiendo
prohibiciones sobre su uso en el sector doméstico. En la actualidad, no existen
razones cientificas ni juridicas que justifiquen la prohibicién definitiva de
glifosato en Espafia, pero ciudades como Barcelona, Madrid y Zaragoza, entre
otras, han decidido prohibirlo en el uso urbano y estan probando otras
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alternativas basadas en la agricultura ecolégica. Dichas prohibiciones o
restricciones han sido resultado de la presiéon ejercida por la ciudadania y de
los partidos politicos, actuando en nombre del principio de precaucién de la
salud de las personas y de los ecosistemas.

1.1.4.2 FUTURO DE LOS HERBICIDAS

Para el afio 2050 se espera que la poblacion humana alcance los 9 mil millones
de habitantes, forzando la capacidad global de abastecer la enorme demanda
de energia, agua dulce y alimentos que se pronostica (Figura 1.3) (Alexandratos
& Bruinsma, 2012). Los niveles actuales de produccion de cultivos no satisfacen
la demanda prevista para alimentar a los niveles de poblacion proyectados
(Westwood et al, 2018). Ademas, la carga de satisfacer estas necesidades se
verd agravada por el cambio climatico, la pérdida de recursos hidricos y la
reduccion de la tierra cultivable (Westwood et al, 2018). Dentro de este
contexto, las malas hierbas continuaran evolucionando y persistiendo,
reduciendo rendimientos e incrementando los costes de la produccion de
cultivos. Si no se controlan, pueden producir pérdidas enormes en los cultivos.
Por ello, el manejo de las malas hierbas es esencial para la produccién agricola
y junto con el manejo de los paisajes y del medio ambiente, jugard un papel
determinante para cumplir o no los requisitos futuros de produccion de
alimentos (Westwood et al., 2018).

Esta problemética, ha puesto en relieve la utilidad y perspectivas futuras de los
herbicidas, y las innovaciones agrondémicas se presentan no sélo como una
opcidén, sino mas bien como una necesidad. A pesar de la cantidad de sitios
potenciales como destino molecular herbicida que existen en las plantas como
potencial objetivo de nuevos herbicidas, en las tres Ultimas décadas no se han
descubierto mecanismos de accién nuevos (Figura 1.4) y aquellos en los que se
estd investigando actualmente, como la cinmetilina, que se une a la acil-ACP
tioesterasa e inhibe la biosintesis de acidos grasos vegetales (Campe et al,
2018; Dayan, 2019) o el azucar 7-deoxy-sedoheptulosa (7dSh) que inhibe la 3-
deshidroquinato sintasa, enzima clave de la ruta del siquimato (Dayan, 2019) se
encuentran aun en revision y estan al menos a 5 aflos de su comercializacién o
incluso podran no alcanzarla, ya que es un proceso muy lento, costoso y con
pocas probabilidades de encontrar un herbicida tan exitoso como el glifosato
(Green, 2018; Dayan, 2019).
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Figura 1.3. Crecimiento de la poblaciéon humana mundial y de la produccién agricola necesaria
para satisfacer la creciente demanda. Estos datos y proyecciones estan basados en estimaciones
del Banco Mundial (Westwood et al., 2018).
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Figura 1.4. Fechas de introduccion de nuevos sitios de accion herbicida (codigos WWSA) (Heap,
2021).

Al ritmo actual de evolucion de resistencias en algunas especies de malas
hierbas, un solo herbicida nuevo no seria suficiente y perderia rapidamente su
utilidad si no se adoptase junto con practicas integradas de manejo (Green,
2018). Integrar soluciones sostenibles, basadas en el conocimiento béasico sobre
biologia, ecologia, adaptacion y evolucién de las poblaciones de malas hierbas
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en respuesta a la presion de seleccion y a los factores ambientales, unido a los
avances en ciencia y a las nuevas investigaciones, (Fernandez-Quintanilla et al,
2008) supone un verdadero desafio actual y futuro.
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1.2 LAS RUTAS DE BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS E
INHIBIDORES DE LAS RUTAS

1.2.1 LA INHIBICION DE LAS RUTAS DE AMINOACIDOS
AROMATICOS Y RAMIFICADOS COMO DIANA HERBICIDA

La biosintesis de aminoacidos tiene gran relevancia en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Los aminoacidos se diferencian entre si por la
estructura de su grupo “R” o cadena lateral unida a un carbono en el que
también van un grupo carboxilo (COOH), un grupo amino (NHz) y un hidrégeno.
En los aminoacidos aromaticos: tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) y triptdfano
(Trp), la cadena lateral es un compuesto aromatico, grupo indol o anillo
bencénico. En los aminoacidos de cadena ramificada, o ramificados: leucina
(Leu), valina (Val) e isoleucina (lle), la cadena lateral es un compuesto alifatico
ramificado. Ambos tipos de aminoacidos son sintetizados por la propia planta
en rutas metabdlicas con actividades enzimaticas estrictamente controladas.

La mayoria de los herbicidas para el control de malas hierbas estan basados en
la inhibicién proteica o enzimatica de las plantas. Y hay tres grupos de
herbicidas segin su mecanismo de accion que afectan a la biosintesis de
aminoacidos de distintos grupos: inhibidores de la biosintesis de aminoacidos
ramificados (IBAR), inhibidores de la biosintesis de aminoacidos aromaticos
(IBAA) e inhibidores de la biosintesis de glutamina (Ray, 1989). En este trabajo,
nos centraremos en comprender previamente las rutas BAA y BAR, y de esta
forma entender los complejos mecanismos que se desencadenan en una planta
después del tratamiento con herbicidas que afectan a la biosintesis de
aminoacidos.

En el caso de los inhibidores de la biosintesis de glutamina, cabe resaltar que la
glutamina sintetasa (GS) es la segunda proteina mas abundante en las hojas de
las plantas, donde desempefa un papel fundamental en la asimilacion del
nitrogeno de la planta al catalizar la condensacion de glutamato y amoniaco
para producir glutamina (Bernard & Habash, 2009). El glufosinato es un
herbicida de contacto, de amplio espectro y no selectivo, encargado de inhibir
este enzima de manera irreversible, desencadenando una acumulacién de
amoniaco y formacion de especies reactivas de oxigeno, que provocan la
inhibicién de la fijacion fotosintética de carbono y la disrupcién de la sintesis
de aminoacidos (Duke & Dayan, 2011; Dayan, 2019; Takano et al., 2019; Takano
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et al, 2020). El efecto del glufosinato es mucho mas rapido que el observado
en otros inhibidores de la biosintesis de aminoacidos como el glifosato (Duke
& Powles, 2008) y en los inhibidores de ALS (Whitcomb, 1999), por lo que el
agotamiento de aminoacidos no es la causa principal de la rapida lesién
inducida por este herbicida (Padilla, 2012). Se han propuesto varias hipotesis
que explican la relacion entre la inhibicion de la actividad GS y la reduccion de
la asimilacién de carbono fotosintético en relacién a los efectos rapidos
producidos en las plantas. De manera reciente se ha demostrado que la rapida
fitotoxicidad no se relaciona con la acumulaciéon de amoniaco o la inhibicidn de
la asimilacion de carbono, sino que se debe a la acumulaciéon masiva de ROS
(en condiciones de alta intensidad de luz) que conduce a la muerte celular
rapida observada en las plantas. Estos experimentos se realizaron en distintas
especies de malas hierbas, como A. palmeri o Kochia scoparia (Takano et al.,
2019, 2020). Sin embargo, es necesario seguir investigando estos efectos, ya
que quedan muchos aspectos por dilucidar en la comprension del mecanismo
de generacion de ROS en plantas tratadas con glufosinato.

1.2.1.1 RUTA DE BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS AROMATICOS (BAA)
Y GLIFOSATO

1.2.1.1.1 RUTA DEL SIQUIMATO

Los aminoacidos aromaticos son; tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) y triptéfano
(Trp), y su biosintesis ocurre en plantas, bacterias y hongos, pero no en
mamiferos por lo que se les considera aminoacidos esenciales para su dieta;
aunque en el caso de la Tyr, puede sintetizarse en los animales a partir de la
Phe, catalizada por el enzima fenilalanina hidroxilasa (Fitzpatrick, 2003). En
plantas estos aminoacidos no solamente son componentes de proteinas, sino
que también son precursores de una amplia variedad de metabolitos
secundarios. La Tyr es precursora de alcaloides, plastoquinonas, glucosinolatos,
ademas de hormonas vegetales como las auxinas. El Trp es precursor de
fitoalexinas, terpenoides y pigmentos y la Phe es un precursora comun de
compuestos fendlicos como flavonoides, ligninas, derivados del benceno,
antocianinas y fenilpropanoides volatiles (Sato et al,, 2006; Vogt, 2010). Todos
estos metabolitos secundarios juegan un papel crucial en el crecimiento y en el
desarrollo de las plantas, incluidas las respuestas al estrés biotico y abidtico
(Tohge et al, 2013; Zhang et al,, 2015)
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La ruta de biosintesis de los aminoacidos aroméaticos o también denominada
ruta del siquimato, es de suma importancia en las plantas, ya que, bajo
condiciones normales, el flujo de carbono que pasa por la via varia entre un 20
y un 50% del carbono incorporado por la planta (Tohge et al,, 2013). Esta ruta,
localizada en los plastidios, (Délye et al, 2013) se divide en dos partes
diferenciadas (Figura 1.5): la primera, denominada ruta pre-corismato, va desde
la combinacién de fosfoenolpiruvato (PEP, que proviene de la glucdlisis), y
eritrosa 4-fosfato (que proviene de la ruta de las pentosas fosfato), hasta la
formacién de corismato, precursor comuin de los aminoacidos aromaticos (Tzin
& Galili, 2010a). Esta sintesis del corismato esta catalizada por 7 enzimas que
actian secuencialmente (Figura 1.5): 3-desoxi-D-arabino-heptulosanato 7-
fosfato sintasa (DAHPS), dehidroquinato sintasa (DHQS), 3-dehidroquinato
deshidratasa (DHD), siquimato deshidrogenasa (SDH), siquimato kinasa (SK), 5-
enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y corismato sintasa (CS). Los
enzimas DHD y SDH forman un dimero bifuncional (DQSD) en las plantas
(Maeda & Dudareva, 2012) y en este trabajo dicho complejo se trata como un
complejo enzimatico y se denominara cémo DQSD.

La segunda parte, denominada ruta del post-corismato, comprende las dos
rutas terminales especificas que utilizan el corismato como sustrato hasta la
biosintesis de Tyr y Phe por un lado, catalizada en primer lugar por el enzima
corismato mutasa (CM), y por otro lado la biosintesis Trp, que empieza con la
reaccion catalizada por el enzima antranilato sintasa (AS) (Herrmann & Weaver,
1999; Maeda & Dudareva, 2012; Tohge et al., 2013).
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Figura 1.5. Esquema de la ruta biosintética de BAA, con los principales enzimas en la ruta pre-
corismato: 3-desoxi-D-arabino-heptulosanato 7-fosfato sintasa (DAHPS), dehidroquinato sintasa
(DHQS), 3-dehidroquinato deshidratasa (DHD), siquimato deshidrogenasa (SDH), estas dos ultimas
funcionan como el dimero DQSD, siquimato kinasa (SK), 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) y corismato sintasa (CS). Y los enzimas que pertenecen a la ruta post-corismato: corismato
mutasa (CM), y el enzima antranilato sintasa (AS). En la figura también aparece el mecanismo de
accion del glifosato en la ruta de BAA. El efecto del glifosato se traduce en la inhibicion de la accion
del EPSPS por competir con el PEP por el sitio de unién a la EPSPS.
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1.2.1.1.2 ENZIMA EPSPS

El funcionamiento del enzima EPSPS (EC 2.5.1.19), es clave en la ruta del
siquimato y primordial para la supervivencia de las plantas (Funke et al, 2006).
Este enzima cataliza el penultimo paso de la ruta del siquimato (en la etapa
precorismato), la formacion de 5-enolpiruvilsiquimato 3-fosfato (EPSP). En esta
reaccidn reversible, el enzima condensa S3P y PEP, para producir EPSP y fosfato
inorganico (Figura 1.5.). El carbono 3 de la unidad enolpiruvil formara parte de
la cadena lateral de los aminoacidos aromaticos Phe y Tyr, y se elimina durante
la biosintesis de Trp. Cuando actua el glifosato reemplaza competitivamente la
molécula PEP, es decir, el sitio de union para el glifosato se superpone
estrechamente con el sitio de union de PEP, y se combina mas fuertemente al
complejo EPSPS-S3P de lo que lo hace el PEP, formando un complejo muy
estable, con una tasa de disociacién muy lenta, que acaba bloqueando la
actividad enzimatica (Figura 1.5) (Schonbrunn et al, 2001; Dill, 2005) e
inhibiendo la biosintesis de los tres aminoacidos aromaticos.

En funcidn de la sensibilidad del enzima EPSPS al glifosato, los enzimas se han
clasificado en dos tipos: EPSPS | sensibles al glifosato y EPSPS Il enzimas que
son relativamente resistentes al glifosato y estan presentes en algunas
bacterias. Todas las plantas tienen EPSP sintasas de la clase I, sensibles al
glifosato (Maeda & Dudareva, 2012).

1.2.1.1.3 REGULACION DE LA RUTA DEL SIQUIMATO

A pesar de que todos los enzimas involucrados en la ruta del siquimato y sus
genes correspondientes han sido caracterizados e identificados en plantas
(Figura 1.6.), la regulacion de esta via todavia sigue siendo poco conocida en
plantas (Maeda & Dudareva, 2012) y llegar a su comprensién es fundamental
para conocer las funciones bioldgicas de los aminoacidos aromaticos y otros
aspectos como los orientados a conocer los relacionados con la resistencia al
herbicida que la inhibe, el glifosato.

A continuacion, se detallan los aspectos basicos de la regulacién transcripcional
y post-transcripcional de la ruta del siquimato:
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A) REGULACION TRANSCRIPCIONAL

Existen diversas sefiales de desarrollo, estimulos ambientales, como infecciones
o patdgenos y otras perturbaciones y estreses, que inducen las vias de
sefalizacion y la expresion de muchos genes vegetales que codifican enzimas
en la via de BAA (Zhao & Last, 1996). Cuando los niveles de los enzimas
biosintéticos no son lo suficiente como para mantener el flujo de carbono a
través de la via, en situaciones de respuesta a estos estreses, se estimula la
expresion de los genes (Less & Galili, 2008). En estudios Ilevados a cabo con
poblaciones de Amaranthus palmeri (Fernandez-Escalada et al, 2017; Zulet-
Gonzélez et al, 2020), Eleusine indica (Baerson et al, 2002) y en plantas de
tabaco (Garg et al,, 2014) se observé que después de la aplicaciéon de glifosato,
se indujo la expresién de la mayoria de los genes de la ruta de BAA.

La expresidén de los genes vegetales también estd co-regulada directa o
indirectamente por factores de transcripcion (Figura 1.6) (Maeda & Dudareva,
2012). Algunos de estos factores que participan en la ruta del siquimato se han
llegado a aislar y estudiar sus funciones. Gran parte de los resultados indican
que la expresion de los genes que codifican los enzimas en esta ruta y vias
posteriores, estan reguladas de manera coordinada, a menudo por el mismo
factor de transcripcion (Maeda & Dudareva, 2012), aunque todavia queda
mucho por investigar al respecto. En el caso de Arabidopsis thaliana L, los
factores de transcripcién pertenecientes a la familia MYB activan genes que
codifican el enzima DAHPS (Bender & Fink, 1998) y el enzima AS (Gigolashvili
et al, 2007). En Petunia hybrida, existen tres factores de transcripcién que
controlan los genes en esta ruta: epidermal patterning factor 1 (EPF1) (Takatsuji
et al, 1992) y dos que forman parte de la familia mieloblastosis: MYB;
ODORANT1 (ODOT1) y EMISSION OF BENZENOIDS Il (EOBII) (Verdonk, 2005;
Spitzer-Rimon et al., 2010). Se ha demostrado que el factor EPF1 tiene un patrén
de activacion similar al patron de activacion de la EPSPS. Esta caracteristica
comun, fue propuesta como evidencia de una regulacion especifica, en la que
el factor EPF1 se une directamente al promotor EPSPS y controla su desarrollo
(Takatsuji et al, 1992). Los factores ODO1 y EOBII regulan el enzima CM y la
supresion de ambos factores de transcripcién conduce a una expresion
reducida de CM (Figura 1.6). Ademas, EOBII es capaz de unirse a ODO1 y
activarlo (Van Moerkercke et al,, 2011), pero si se suprime EOBII da lugar a una
regulacién negativa parcial (partial downregulation) de ODO1 (Figura 1.6)
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(Spitzer-Rimon et al, 2010). Sin embargo, si se suprime el factor ODO1, la
expresion de la DAHPS y EPSPS se ve afectada (Verdonk, 2005).

Ademas de los factores de transcripcidn, se han propuesto otros mecanismos
de regulacion transcripcional; los niveles reducidos de aminoacidos o de sus
productos posteriores, actuarian de sefial para aumentar la expresion de los
genes de la ruta del siquimato y restaurar el flujo de carbono a través de la via
en las plantas (Maeda et al,, 2010).

A pesar de que se han descrito los efectos generales de algunos factores de
transcripcion, principalmente de aquellos que involucran enzimas en la ruta
pre-corismato y se han estudiado algunos otros mecanismos relacionados, la
informacién todavia es limitada, y se necesitan mas investigaciones para
comprender de manera integral los mecanismos moleculares subyacentes y las
redes reguladoras transcripcionales de BAA en las plantas (Maeda & Dudareva,
2012).

B) REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL

Ademas de la regulacién transcripcional, la BAA esta regulada por complejos
mecanismos post-transcripcionales que controlan el flujo de carbono a la ruta
del siquimato y la distribucidén a cada uno de los aminoacidos aromaticos
principalmente a través de la regulacion en el punto de ramificacion de la ruta
para formar Trp por un lado y Phe y Tyr por otro (Maeda & Dudareva, 2012).

REGULACION A LA ENTRADA DE LA RUTA

El enzima DAHPS cataliza la primera reaccién de la ruta del siquimato, se
encarga de condensar una molécula de PEP y una eritrosa 4-fosfato
produciendo 3-desoxiarabino-heptulosanato 7-fosfato (DAHP) (Figura 1.5)
(Shumilin et al, 2003). El flujo de carbono dentro de la ruta del siquimato estéa
especificamente regulado, en concreto por este enzima DAHPS, y a través de
esta primera reaccidn, puede aumentar o disminuir esta entrada de carbono
por toda la via (Sato et al,, 2006; Maeda & Dudareva, 2012)

A nivel de microorganismos, la regulacion de la expresidn de este enzima esta
muy bien estudiada. En plantas, se ha descrito que la expresidon del enzima
DAHPS esta regulada por diferentes mecanismos en respuesta a los niveles
celulares de aminoacidos aromaticos, aunque la informacién que existe todavia
es limitada. Parece que la actividad DAHPS no estd inhibida por los aminoacidos
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aromaticos (Huisman & Kosuge, 1974; Herrmann, 1995) aunque hay unas pocas
excepciones en estudios in vitro: Trp y Tyr produjeron la inhibicién de la
actividad DAHPS en brotes de maiz (Zea mays L.) (Graziana & Boudet, 1980), y
en hojas de guisante (Reinink & Borstlap, 1982). Por el contrario, en estudios in
vitro con zanahoria y patata, se observd la activacion de la actividad DAHPS
cuando los niveles del aminoacido Trp aumentaron (Suzich et al, 1985; Pinto et
al., 1986). Esta inhibicién o activacion de DAHPS por mecanismos feedback o
retroalimentacion por parte de los productos finales de la via de BAA, presenta
controversias que deberan seguir estudiandose.

Por ultimo, cabe destacar que la inhibicion del enzima EPSPS al aplicar glifosato,
incrementd la actividad enzimatica y el nivel de proteina DAHPS en plantas de
patata (Pinto et al, 1988; Tanaka et al, 2008), resultado que también se detecté
en un incremento dosis-dependiente en la cantidad de enzima en plantas de
Amaranthus palmeri (Fernandez-Escalada et al,, 2017).

REGULACION EN EL PUNTO DE RAMIFICACION (AS/CM)

Dentro de la ruta, la bifurcacién hacia la formacién de Trp por un lado y Phe y
Tyr por otro, esta controlada a nivel de dos enzimas; antranilato sintasa (AS) y
corismato mutasa (CM), que utilizan corismato como sustrato (Maeda &
Dudareva, 2012). La preferencia del flujo de carbono hacia una rama u otra
puede estar relacionado con las diferentes sefiales de la via, con las funciones
reguladoras de cada aminoacido y con qué mecanismos transcripcionales y
post transcripcionales tienen lugar (Tzin & Galili, 2010b; Maeda & Dudareva,
2012).

Algunos autores han propuesto que una aceleracién o disminucion en el flujo
de carbono dentro de la ruta estd provocado por mecanismos feedback o
retroalimentacion, que ocurren cuando los niveles de aminoacidos libres varian
debido a situaciones de estrés. Estos mecanismos feedback, como mecanismos
post-traduccionales han sido observados en los tres aminoacidos aromaticos,
la sintesis de Phe y Tyr se incrementa cuando Trp es abundante, y se suprime
cuando el suministro de estos aminoacidos es el adecuado (Benesova & Bode,
1992; Eberhard et al, 1996).

En muchas plantas, la actividad CM tiene lugar con dos tipos de isoenzimas,
CM1y CM2 (Maeda & Dudareva, 2012) que estan regulados de diferente forma.
CM1, localizado en el plastidio, contiene un péptido de transito hacia los
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plastidios, que permite que este isoenzima esté sujeto a una regulacién
alostérica. CM1 es inhibido mediante la regulacion feedback por los
aminoacidos Phe y Tyr, y es activado por Trp, redirigiendo asi el flujo de carbono
desde el Trp hacia la biosintesis de Phe/Tyr (Kuroki & Conn, 1988; Tzin & Galili,
2010a; Maeda & Dudareva, 2012; Buchanan et al., 2015; Galili et al,, 2016; Lopez-
Nieves et al, 2017) (Figura 1.6). Cabe destacar que el genoma de A. thaliana L.
contiene un gen adicional que codifica para otro isoenzima: CM3 (Kuroki &
Conn, 1988). Andlogamente a CM1, CM3 también contiene este péptido de
transito. En cambio, la isoforma CM2, ubicada en el citosol, es usualmente
insensible a la regulacion alostérica por los aminoacidos aromaticos (Benesova
& Bode, 1992; Eberhard et al, 1996) ya que no posee ese péptido de transito.
Se desconoce su funcion, pero se cree que podria tener un rol critico en las
interacciones entre plantas, nematodos y hongos (Buchanan et al, 2015). Por
Ultimo, cabe sefalar que el Trp inhibe la actividad enzimatica del enzima AS
(Romero et al,, 1995; Bohlmann et al,, 1996).
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1.2.1.1.4 GLIFOSATO

El glifosato (N-(fosfonometil) glicina) es un herbicida total (no selectivo),
sistémico, que pertenece a la familia de las glicinas (Clasificaciéon 9, antigua
familia G, tabla 1.1). Es un sdlido cristalino blanco e inodoro que tiene un grupo
amino baésico y tres sitios acidos ionizables (Motharasan et al., 2018). El glifosato
es el ingrediente activo en muchos productos herbicidas (por ejemplo,
Roundup®) y esta disponible comercialmente en sus diversas formas de sal,
como sal de isopropilamina, monoamonica, potasica etc.

Este herbicida puede ser utilizado en pre-emergencia y post-emergencia de los
cultivos, para controlar mas de 150 especies de malas hierbas, incluyendo
plantas mono y dicotiledéneas anuales o perennes (Rodrigues & Almeida,
2005). Actia como inhibidor competitivo del segundo sustrato (PEP) y no
competitivo del siquimato-3-fosfato resultando en una acumulacién de
siquimato y con un bloqueo de la sintesis de los aminoacidos aromaticos
(Devine et al, 1993).

El glifosato se ha considerado un compuesto relativamente seguro en el medio
ambiente debido a que es una sustancia quimica no volatil (por lo que no
produce contaminacion atmosférica en ese aspecto (Duke & Powles, 2008), que
no sufre degradacién fotoquimica y es estable en el aire. Sin embargo, debido
a su uso extensivo y expandido a areas urbanas y naturales, pastos, bosques y
areas acuaticas, estdn aumentando las preocupaciones y los estudios sobre el
comportamiento del glifosato en las plantas y el medio ambiente (Kanissery et
al, 2019).

El glifosato tiene afinidad para unirse a las particulas del suelo y se acumula
principalmente en la capa superior del suelo, pero a pesar de su alta tendencia
a unirse al suelo, presenta una movilidad relativamente alta y cuando es
aplicado por aspersion foliar para controlar las malas hierbas, puede terminar
en diferentes depdsitos de suelo y sitios no objetivo, ya que, mediante procesos
como la escorrentia superficial, lixiviacién, deriva de la pulverizacién y el
transporte vertical en el suelo, pueden transportarlo a las aguas superficiales,
subterraneas y sedimentarias (Kjeer et al, 2003; Annett et al, 2014). En un
estudio en aguas superficiales se detecto glifosato en el 36% de un total de 154
muestras de agua recolectadas en EEUU., donde el glifosato se usa
ampliamente en cultivos de maiz, sin embargo, la concentracion de glifosato en
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las muestras analizadas estaba muy por debajo del nivel maximo de
contaminante para este herbicida (USEPA, 2009).

La principal ruta de degradacion del glifosato en el suelo es la degradacién o
biodegradacion mediada por microbios (Sprankle et al., 1975; Franz et al., 1997,
Gimsing et al,, 2004). Aunque las bacterias son las principales impulsoras de la
degradacion en el suelo, también se han encontrado hongos que desempefian
un papel relevante en este proceso (Singh & Walker, 2006). Numerosos
estudios han analizado su potencial efecto contaminante en los suelos, por
alterar el equilibrio de la comunidad de bacterias y hongos (Kuklinsky-Sobral et
al., 2005; Zobiole et al, 2011). Algunos autores han demostrado que la tasa de
degradacion y adsorcion del glifosato depende en gran medida de las
propiedades del suelo junto con otros factores quimicos, fisicos y bioldgicos
(Gimsing et al,, 2004). En la mayoria de suelos, se degrada e inactiva a un ritmo
relativamente rapido, con una vida media estimada entre 7 y 60 dias (Quinn et
al, 1988; Giesy et al, 2000). Sin embargo, todavia existe mucha controversia
sobre sus efectos en las comunidades microbianas y las actividades en la
rizosfera (Hungria et al, 2014; Wolmarans & Swart, 2014; Allegrini et al, 2015).

En cuanto a la toxicidad animal, cdmo los animales carecen de esta ruta
bioguimica (incorporan los aminoacidos en la dieta), hipotéticamente estarian
libre de riesgos al menos sobre esa diana, pero el uso de este herbicida
comercial requiere afadir compuestos tensioactivos y surfactantes a la
formulacion comercial, para aumentar la adhesion a la superficie de las hojas y
a la absorcion por las plantas (Annett et al, 2014). Este seria el caso del
surfactante polioexietileno amina (POEA), que incrementa la toxicidad del
herbicida (Sawada et al,, 1988; Tsui & Chu, 2003), y algunos animales acuaticos,
anfibios, microalgas, bacterias y protozoos (Tsui & Chu, 2003; Sihtmae et al.,
2013; Rodriguez-Gil et al, 2017) parecen ser mas sensibles al POEA que los
animales terrestres (Giesy et al, 2000; Solomon & Thompson, 2003). En
cualquier caso, el glifosato no tiene la capacidad de bioacumularse o
biomagnificarse en la cadena tréfica.

En general, aunque se sabe que el glifosato se degrada con relativa rapidez en
el suelo después de su aplicacién, este herbicida y sus metabolitos podrian
persistir en el suelo, agua y en los tejidos de las plantas en determinadas
condiciones (Kanissery et al, 2019). A pesar de que estas exposiciones se
consideran subletales, es necesario analizar los suelos para determinar si los
contenidos residuales de glifosato estan por encima de los umbrales

31



INTRODUCCION

permitidos, principalmente en suelos con baja capacidad de adsorcion y con
tasas muy altas de aplicacion de herbicidas, y asi, analizar los riesgos de
exposicién al medio ambiente, con las consiguientes implicaciones para los
animales y los seres humanos (Kanissery et al,, 2019).

En el apartado 1.1.4.1 de este trabajo se presenta un apartado sobre el contexto
legal, histérico y la problematica actual del glifosato.

1.2.1.2 RUTA DE LA BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS RAMIFICADOS
(BAR) E INHIBIDORES DE ALS

1.2.1.2.1 RUTA DE BAR

Los aminoéacidos de cadena ramificada son valina (Val), leucina (Leu) e
isoleucina (lle), y se denominan asi debido a sus esqueletos de carbono
ramificados (Chen et al, 2010). Estan sintetizados por plantas, bacterias y
hongos. En las plantas, la ruta de BAR esta localizada a nivel subcelular en los
plastidios (Wittenbach & Abell, 1999). Todos los érganos de una planta pueden
sintetizar aminoacidos ramificados, pero es en los tejidos jovenes donde ocurre
preferentemente esta biosintesis. Estos aminoacidos son esenciales para los
mamiferos, ya que carecen de la capacidad de sintetizarlos y, deben adquirirlos
a través de su dieta (Harris et al., 2005; Brosnan & Brosnan, 2006; Binder et al.,
2007).

Esta ruta estd compuesta por dos secuencias de reacciones paralelas que
comparten un conjunto de cuatro enzimas (Galili et al, 2016), donde lle es
sintetizada por un lado y Val y Leu por otro (Figura 1.7). El primer paso comudn
en la ruta de sintesis es catalizado por el enzima acetohidroxiacido sintasa
(AHAS, EC 2.2.1.6) o también conocido como acetolactato sintasa (ALS), que
cataliza, por un lado, la condensacién de dos piruvatos para formar acetolactato
(precursor de valina y leucina) y por otro, la condensacion de piruvato y 2-
cetobutirato para producir 2-aceto-2-hidroxibutirato (precursor de isoleucina)
(Figura 1.7 y Figura 1.8) (Singh & Shaner, 1995a; Chipman et al., 2005; Duggleby
et al, 2008). El compuesto 2-cetobutirato es sintetizado a partir de la treonina
(Thr) y catalizado por el enzima treonina desaminasa (TD) que lleva a cabo una
desaminacién de la Thr dando lugar a una molécula de 2-cetobutirato y otra de
amonio (Figura 1.7) (Halgand et al, 2002). El siguiente paso comun esta
catalizado por el enzima acetohidroxiacido isomero reductasa (AHAIR) que
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cataliza la isomerizacién reducida del acetolactato a 2,3-dihidroxi-3-Isovalerato
o la conversion de 2-aceto-2-hidroxibutirato a 2,3-dihidroxi-3-metilvalerato
(Figura 1.7) (Durner et al, 1993). Los dihidroxiadcidos producidos son
transformados en derivados del acido valérico por la actividad del siguiente
enzima que se denomina dihidroxiacido deshidratasa (DHAD). Este enzima
cataliza la transformacion de 2,3-dihidroxi-3-isovalerato o de 2,3-dihidroxi-3-
metilvalerato a 2-oxo acidos; 3-metil-2-oxobutanoato (3MOB) o 3-metil-2-
oxopentanoato (3MOP). Estos dos 2-oxo acidos pueden ser convertidos en los
tres aminoacidos ramificados; el primero (3MOB) sirve como substrato para la
biosintesis de Val y Leu, y el segundo es substrato para la biosintesis de lle
(Binder, 2010). El ultimo paso en la ruta biosintética de los 3 aminoacidos
necesita de la accion de una transaminasa (TA, transaminasa de aminoacidos
ramificados), que cataliza la transaminacion, desde glutdmico, de los 2-oxo
acidos mencionados en sus correspondientes aminoacidos: 4-metil-2-
oxopentanoato a leucina, 3-metil-2-oxobutanoato a valina y 3-metil-2-
oxopentanoato a isoleucina (Figura 1.7) (Singh, 1999).
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Figura 1.7. Ruta biosintética de los tres aminoacidos ramificados: valina (Val), leucina (Leu) e
isoleucina (lle) en plantas con los principales enzimas: treonina desaminasa (TD), acetolactato
sintasa (ALS) o también conocido como acetohidroxiacido sintasa (AHAS), acetohidroxiacido
isomero reductasa (AHAIR), dihidroxiacido deshidratasa (DHAD) y transaminasa de la biosintesis de
aminoacidos ramificados (TA). El mecanismo de accién de los inhibidores de ALS es la inhibicion
del primer enzima comun de la ruta, la acetolactato sintasa (ALS).
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Figura 1.8. Reacciones que cataliza el enzima acetolactato sintasa (ALS).

1.2.1.2.2 ENZIMA ALS

Este enzima presenta diferentes formas en los distintos organismos estudiados.
Aunque la mayoria de estudios se han realizado en enzimas de origen
microbiano, también hay estudios en plantas: se ha caracterizado en extractos
celulares de Brassica napus (colza) (Bekkaoui et al, 1993), Hordeum vulgare
(Durner & Boger, 1988) y Zea mays (Mazur et al., 1987; Singh et al., 1988), entre
otras. La mayoria de las ALS caracterizadas son definidas como un
heterodimero formado por dos subunidades diferentes; una subunidad
catalitica grande denominada AHASL con un tamafio entre 59 y 66 kDa y con
un péptido N-terminal que posteriormente se elimina para dirigir la proteina a
los cloroplastos (McCourt & Duggleby, 2006) y con dos pequefias subunidades
reguladoras AHASS1 y AHASS2, cuyo tamafio varia entre los 9 y los 54 kDa,
dependiendo de la especie (McCourt & Duggleby, 2006) y que se encargan de
estimular la actividad de la subunidad catalitica grande AHASL.

La subunidad catalitica de ALS requiere de tres cofactores para la actividad:
difosfato de tiamina (TPP también conocido como ThDP) como cofactor
esencial, i6n magnesio (Mg®*) y flavin adenin dinucleétido o dinucleétido de
flavina (FAD) como tercer factor (Duggleby et al,, 2008; Garcia et al, 2017). De
estos tres, el cofactor méas importante para el mecanismo catalitico es ThDP,
pues interviene en la reaccién con el piruvato. Todos los miembros de la familia
de enzimas dependientes de ThDP (Frank et al,, 2004) son capaces de catalizar
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varias reacciones, incluyendo la descarboxilacién oxidativa y no oxidativa de
dos cetoacidos (McCourt & Duggleby, 2006).

Este cofactor requiere la presencia de un ion metal divalente como el Mg®* que
sirve para anclar ThDP al enzima y coordinar el grupo difosfato (Umbarger &
Brown, 1958; Hawkins et al,, 1989). A diferencia de otros enzimas de esta familia,
ALS requiere de FAD como tercer factor, aunque al principio se desconoci6 la
funcion de FAD ya que la reaccién catalizada no implica oxidacion ni reduccién
(Stormer & Umbarger, 1964; Duggleby et al, 2008) pero posteriormente se
descubrié que la presencia de FAD en la actividad ALS es un vestigio ancestral
de la subfamilia de los enzimas dependientes de ThDP (McCourt & Duggleby,
2006).

1.2.1.2.3 REGULACION DE LA RUTA DE BAR

Los principales factores reguladores que determinan los flujos en la ruta
metabdlica de los aminoacidos ramificados se presentan a continuacién:

A) INHIBICION FEEDBACK DE LOS PRODUCTOS FINALES

Los mecanismos de regulacion principales a nivel post-transcripcional consisten
en regulacién feedback de enzimas de la ruta por los productos finales de la
ruta: los aminoacidos de cadena ramificada (Less & Galili, 2008). Si estos
aminoacidos ramificados se acumulan en exceso, puede conducir a varios
efectos téxicos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, tal y como se
ha comprobado en plantas de A. thaliana L. (Phillips et al, 1981; Zhu & Galili,
2003; Angelovici et al., 2009).

Esta regulacidn feedback ha sido bien documentada en experimentos in vitro
en plantas y microorganismos (Lee & Duggleby, 2001; Curien et al, 2008; Chen
et al, 2010; de Kraker & Gershenzon, 2011) pero se sabe muy poco acerca de
como los aminoacidos influyen en la homeostasis de los enzimas in vivo (Xing
& Last, 2017). Dos de los enzimas que estan bajo control alostérico y que son
inhibidos por los productos finales de la ruta serian; treonina desaminasa (TD)
y acetolactato sintasa (ALS) (Singh & Shaner, 1995a; Binder et al, 2007). El
enzima TD, que se expresa principalmente en hojas y flores jovenes, es inhibida
por altos niveles de lle (Singh, 1999) (Figura 1.9), efecto que se antagoniza por
la presencia de Val (Halgand et al,, 2002; Garcia & Mourad, 2004) (Figura 1.9).
En el caso del enzima ALS, las dos pequefias subunidades reguladoras que lo
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forman, AHASS1 y AHASS2, son las encargadas de mediar su regulacion
feedback por Val, Leu y/o lle (Lee & Duggleby, 2001; Weinstock et al., 1992).
Ensayos in vitro revelaron que la isoforma AHASS1 es sensible al incremento en
los tres aminoacidos ramificados (Lee & Duggleby, 2001) (Figura 1.9) y la
isoforma AHASS2 es sensible a Val (Chen et al, 2010), sin embargo, no se
conocen los efectos de Leu e lle en AHASS2 (Xing & Last, 2017).

De forma general, en la mayoria de estudios realizados en bacterias, hongos y
algas el inhibidor méas potente del enzima ALS es el aminoéacido Val (Duggleby
& Pang, 2000). En plantas, la inhibicidon producida por Leu estd ampliamente
documentada (Wittenbach & Abell, 1999; De Kraker et al, 2007) pero la
intensidad de la inhibicién parece variar sustancialmente de una especie a otra
(Curien et al., 2008).
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Figura 1.9. Regulacién de la ruta de BAR con los principales enzimas: treonina desaminasa (TD),
acetolactato sintasa (ALS) o también conocido como acetohidroxiacido sintasa (AHAS),
acetohidroxiacido isomero reductasa (AHAIR), dihidroxiacido deshidratasa (DHAD) y transaminasa
de la biosintesis de aminoacidos ramificados (TA). Las flechas de color verde y rojo indican la
regulacion post-transcripcional. Las flechas en rojo sefialan los mecanismos de inhibicion y en verde
los que activan.
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B) EXPRESION GENICA

Los genes que codifican los enzimas de la ruta, se expresan en funcion del tejido
y del érgano. En el caso del enzima ALS, es un enzima plastidial que se codifica
en el nucleo, cuyos genes han sido clonados y secuenciados en diferentes
plantas para analizar su nivel de expresion. En todas las especies vegetales
examinadas, al menos un gen ALS es expresado de manera constitutiva, aunque
dicho nivel de expresidn puede variar entre los tejidos y los estados fenolégicos
(Keeler et al,, 1993). Comparativamente, se sabe muy poco sobre la regulacién
en plantas de los otros enzimas que participan en la ruta; AHAIR, DHAD (Zhang
et al, 2015) y TA. En el caso del enzima TA, ha sido estudiado solo en unas
pocas especies de plantas (Maloney et al, 2010). Se han identificado 6 genes
que regulan la actividad TA en A. thaliana L. (Diebold et al,, 2002) y en Solanum
lycopersicum (Maloney et al, 2010). La funcién de este enzima, asi como su
ubicacion, es altamente variable (Diebold et al, 2002; Binder et al, 2007;
Maloney et al, 2010). En general, se sabe menos sobre la importancia de la
regulacidon genética de los enzimas biosintéticos de la ruta de BAR que acerca
de la regulacién feedback por productos finales de esta ruta (Less & Galili, 2008;
Pratelli & Pilot, 2014)

C) LA ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO

La regulacién de la ruta de BAR esta estrictamente controlada por la
especificidad por el sustrato en plantas, bacterias y hongos (Singh & Shaner,
1995a; Duggleby & Pang, 2000). Los cuatro enzimas que intervienen en la ruta
catalizan dos reacciones con dos sustratos diferentes. Cualquier diferencia en
la afinidad de cada uno de ellos por uno de los dos sustratos afectara al flujo
de carbono a través de la ruta.

1.2.1.3 HERBICIDAS INHIBIDORES DE ALS

Los herbicidas inhibidores de ALS pertenecen al grupo 2 de acuerdo a la
clasificacion WSSA & HRAC (Tabla 1.1.). Estos herbicidas se agrupan en 5
familias quimicas: sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidinas
(TPs) o también denominadas sulfonanilidas, acidos pirimidinil benzoatos (PTB)
y sulfonilaminocarbonil triazolinonas (SCT) (Figura 1.10). EI mecanismo de
acciéon es la inhibicién del primer enzima comun de la ruta, el enzima ALS
(Figura 1.7) (Tan et al., 2006; Binder, 2010). La inhibicién en un proceso complejo
que depende del tiempo (Shaner et al., 1984; Gerwick et al, 1990) y se presenta
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en dos fases, una primera que consiste en la formacién de un complejo débil
enzima-inhibidor, y una segunda que consiste en un cambio conformacional
que lleva a otro complejo con mayor afinidad de la union.

Todos los inhibidores de ALS tienen sitios de unién al enzima ALS diferentes
pero que se solapan parcialmente (Duggleby & Pang, 2000). Asi, el sitio
catalitico de la ALS esta situado al fondo de un canal, y los herbicidas no se
unen a ese sitio de accion, sino a un dominio mas superficial que bloquea la
entrada al canal impidiendo que los sustratos del enzima accedan al sitio activo
en la subunidad catalitica (McCourt & Duggleby, 2006; Powles & Yu, 2010;
Garcia et al, 2017; Lonhienne et al, 2017). Las mutaciones que afecten a los
aminoacidos del sitio de union del herbicida, podrian tener como consecuencia
la ineficacia del herbicida sin afectar a la eficiencia catalitica del enzima.

SuU

EoEasesTang
Fesazaes @@0 .

Figura 1.10. Herbicidas inhibidores de acetolactato sintasa, pertenecientes a cinco familias
quimicas diferentes: sulfonilureas (SU), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidinas (TPs) o también
denominadas sulfonanilidas, acidos pirimidinil benzoatos (PTB) y sulfonilaminocarbonil
triazolinonas (SCT) (HRAC, 2021).

Los esfuerzos para desarrollar herbicidas comerciales a partir de otros enzimas
de esta ruta no han tenido demasiado éxito, como es el caso de los inhibidores
de DHAD (Dayan & Duke, 2020) o a partir del enzima AHAIR. En este Ultimo
caso, el enzima establece una union reversible con los herbicidas y se presenta
en mayor cantidad que la ALS, con lo que se necesitan mayores concentraciones
de herbicida para obtener los mismos resultados (Durner et al., 1993; Dumas et
al,, 1994), y limitando su desarrollo como herbicidas comerciales.

Después del glifosato, los inhibidores de ALS son los herbicidas mas utilizados
a nivel mundial para el manejo de malas hierbas en una gran variedad de
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cultivos. Los primeros herbicidas inhibidores de ALS en desarrollarse fueron las
SU, a mediados de los 70 (Levitt, 1983) y la primera introduccion en el mercado,
fue en el afo 1982, con el herbicida clorsulfuron, seguido por las IMI, también
en la misma década. Las TPs y los PTB, fueron comercializados con
posterioridad. En general, las 5 familias quimicas de inhibidores de ALS son de
gran importancia en la agricultura, no s6lo por su alta eficacia para el control
de una gran variedad de malas hierbas a dosis bajas y por su selectividad en
numerosos cultivos, sino también por su baja toxicidad en mamiferos (Yu et al,
2012; Yu & Powles, 2014). La aplicacién de estos herbicidas puede realizarse en
pre-emergencia o en post-emergencia, ya que son absorbidos por hojas y
raices, y transportados por el xilema y floema, aunque el método de aplicacién
recomendado es especifico para cada tipo de herbicida dependiendo de su
actividad residual (Rosales-Robles, 2006).

1.2.1.3.1 PIRIMIDINIL BENZOATOS (PTB)

Esta familia quimica de herbicidas fue desarrollada conjuntamente a finales de
la década de 1980 por las firmas DuPont y Kumiai Chemical Industry Co., Ltd
(fusionada con /hara Chemical Industry Co., Ltd) (Shimizu et al, 1994). La
estructura general de los PTB consiste en una pirimidina unida por un atomo
de azufre o un 4tomo de oxigeno a un anillo de benceno sustituido (Garcia et
al, 2017). La inhibicién del enzima ALS de la planta por parte de esta familia
herbicida es bastante potente y se caracteriza por no ser competitivo con
respecto al piruvato (Shimizu et al,, 1994) de igual forma que las SUy TPs. En la
figura 1.11 se pueden ver dos ejemplos de estructuras quimicas de esta familia,
piritiobac y bispiribac, dentro de los cuales el piritiobac ha sido utilizado para
el desarrollo de este trabajo.

PIRITIOBAC

El herbicida piritiobac (2-cloro-6-(4,6-dimetoxi-2-pirimidiniltio)-benzoato de
sodio) (Figura 1.11.A) se registré por primera vez en 1995 con el nombre
comercial Staple™ vy fue utilizado para el manejo de malas hierbas
principalmente en cultivos de algodén (Gossypium hirsutum L) en Estados
Unidos. Este herbicida se puede aplicar en el suelo o foliar, tanto en pre-
emergencia como en post-emergencia para controlar varias malas hierbas de
hoja ancha como Salvia reflexa, Amaranthus spp., Eleusine indica, Xanthium
spinosa, etc (Bose & Hemantaranjan, 2005).
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Figura 1.11. Ejemplos de las estructuras quimicas de dos de los herbicidas; (A) piritiobac y (B)
bispiribac sodio, que pertenecen a la familia quimica de pirimidinil benzoatos (PTB) (Garcia et al.,
2017).

Las principales propiedades fisico-quimicas de este herbicida son: alta
solubilidad acuosa, semi-volatilidad, alta movilidad y moderada persistencia en
los suelos (Guerra et al, 2011) en funcién de la velocidad de degradacion por
via microbiana y fotoquimica, aunque esta varia segun el tipo de suelo (por
ejemplo, su vida media en un suelo limo-arenoso es de 60 dias). Sin embargo,
a pesar de que no es persistente en los sistemas acuaticos, tiene un alto
potencial de lixiviacion hacia aguas subterraneas. Presenta ademas un nivel de
toxicidad de bajo a moderado para la mayoria de la biodiversidad, y puede
bioacumularse. Todas estas caracteristicas son importantes para evitar la
contaminacion por herbicidas. Dentro de la familia de los PTB el piritiobac no
se encuentra actualmente aprobado por los reglamentos en materia de
fitosanitarios de la Unidn Europea. Por el contario, otro herbicida de la misma
familia, como es el bispiribac sodio (Figura 1.11.B), esta autorizado hasta 2022
en Espana (MAPA, 2021).

1.2.2 MODO DE ACCION COMUN DEL GLIFOSATO E
INHIBIDORES DE ALS

A pesar de que los mecanismos de accion de los herbicidas IBAA, como el
glifosato, y de herbicidas IBAR, como el piritiobac, estan bien estudiados (Figura
1.5 y 1.7, respectivamente), se desconoce en profundidad cual son los modos
de accién de ambos (Gomes et al., 2014). Se ha observado que cuando se aplica
glifosato no solo se ven efectos en la ruta de biosintesis de aminoacidos
aromaticos, sino también en la de los ramificados. Lo mismo sucede cuando se
aplican inhibidores de ALS. De ahi que algunos autores hayan defendido una
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estrecha regulacion cruzada entre ambas rutas (Noctor et al., 2002; Orcaray et
al., 2010; Pratelli & Pilot, 2014) y se ha identificado la ruta biosintética BAR como
la mas cercana a la ruta de BAA (Noctor et al,, 2002; Orcaray et al,, 2010) (Figura
1.12), habiéndose descrito diferentes interacciones entre ellas (Guyer et al,
1995; Zhao et al, 1998; Mohapatra et al, 2010; Pratelli & Pilot, 2014). Esta
aparente regulacion cruzada entre las rutas, podria ser consecuencia de una
respuesta al estrés o de una respuesta a perturbaciones que modifican los
niveles normales de aminoacidos (Hey et al, 2010). En experimentos realizados
con un inhibidor de aminotransferasa en Lemna minor mostraron una
acumulacién simultanea de los aminoacidos ramificados y de dos aromaticos
(Tyr y Phe) (Brunk & Rhodes, 1988). En plantas de A. palmeri tratadas con
glifosato y con un inhibidor de ALS no se confirmd la existencia de una
regulacién cruzada entre las rutas de BAA y BAR, a nivel transcripcional
(Fernandez-Escalada et al, 2019). Para otras especies si se ha propuesto que
estas interacciones cruzadas puedan tener lugar a nivel transcripcional (Pratelli
& Pilot, 2014).

Los efectos fisioldgicos comunes de los inhibidores de BAA y de BAR
observados en plantas, sugieren que los modos de accién de ambos herbicidas,
pueden tener muchos puntos en comun, induciendo la muerte de las plantas
de forma similar. Se han realizado numerosos estudios para conocer los modos
de accién de ambos herbicidas, que han incluido métodos moleculares como
comparaciones transcripcionales (Zhu et al, 2008), enfoques protedmicos
(Ahsan et al, 2008) y analisis de los perfiles metabolémicos (Trenkamp et al,
2009; Maroli, 2017) pero hasta la fecha siguen sin estar nada claros. Por otro
lado, también ha sido propuesto que estas respuestas compartidas podrian ser
parte de una respuesta general de la planta al estrés inducido por ambos
herbicidas (Dyer, 2018).
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Figura 1.12. Ruta biosintética de aminoacidos aromaticos (BAA) (ubicada en el lado derecho) con
los principales enzimas: DAHPS, DHQS, DQSD, SK, EPSPS y CS, CM y AS. Ruta biosintética de los
tres aminoacidos ramificados (BAR) (ubicada en el lado izquierdo) con los principales enzimas: ALS,
AHAIR, DHAD, TAy TD (Modificado de (Tan et al., 2006).

A continuacion, se describen los principales efectos fisiolégicos comunes que
se han descrito después de la aplicacién de glifosato e inhibidores de ALS.

1.2.2.1 DISMINUCION DEL CRECIMIENTO Y MUERTE LENTA DE LA
PLANTA

Un efecto comun tras la aplicacion de ambos tipos de herbicidas es la inhibicién
del crecimiento. En ambos casos, los sintomas fitotéxicos aparecen con lentitud
y pueden pasar dias e incluso semanas hasta producir la muerte de las plantas.
Tras la aplicacién de inhibidores de ALS, los tejidos meristematicos son los que
presentan los primeros sintomas. Los tejidos maduros también se ven
afectados, pero pueden permanecer verdes y turgentes durante un largo
periodo de tiempo, lo cual conlleva que la planta esté en un estado de reposo
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de crecimiento durante semanas antes de morir. En relacion al glifosato, este es
un herbicida movil en el floema y, aunque se transporta por toda la planta,
tiende a acumularse en las regiones meristematicas. Ademas, su aplicacién
provoca clorosis y posterior necrosis en las hojas y en los meristemos (Gruys &
Sikorski, 1999).

La caida en la tasa de crecimiento con ambos herbicidas y el mayor efecto en
zonas meristematicas podrian explicarse por el hecho de que la biosintesis de
aminoacidos es especialmente activa en tejidos meristematicos.

1.2.2.2 ACUMULACION DE SUBSTRATOS E INTERMEDIARIOS

A) EFECTO DEL GLIFOSATO

Una de las consecuencias de la inhibiciéon del enzima EPSPS por parte del
herbicida glifosato es la acumulacidon masiva de siquimato en tejidos vegetales
(Lydon & Duke, 1988; Orcaray et al, 2010; Gaines et al, 2011; Fernandez-
Escalada et al, 2016, 2017). Esta acumulacién se produce como consecuencia
directa de la inhibicidon de la actividad EPSPS, y su magnitud se incrementa
probablemente debido la disminucidn de la regulacién feedback de la actividad
DAHPS, la entrada en la via, ya que la falta de productos finales de la misma,
provoca un incremento descontrolado en el flujo de carbono (Jensen, 1986;
Siehl, 1997; Zabalza et al, 2017). Este efecto, es un destacado marcador de
estrés en plantas tratadas con glifosato. Sin embargo, en ndédulos de lupino se
observé que la acumulacion de siquimato mediada por una inhibicion de la
PEPC podria resultar toxica (de Maria et al, 2006) aunque no se ha demostrado
in vivo. Otros metabolitos que se acumulan tras la aplicacion de este herbicida,
pero a menor escala que el siquimato, serian; S3P (Siehl, 1997), el acido
protocatechuico y el acido galico, estos dos Ultimos derivados del 3-
dehidrosiquimato (Lydon & Duke, 1988; Becerril et al, 1989; Hernandez et al,
1999; de Maria et al, 2006; Zabalza et al, 2017). Los inhibidores de ALS no
tienen efecto sobre el contenido de estos compuestos de la via del siquimato
(Zulet et al,, 2013).

B) EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE ALS

El piruvato, producto final de la glucdlisis, es un metabolito clave en multiples
procesos biosintéticos y vias catabolicas. Puesto que la actividad ALS tiene
piruvato como sustrato, su inhibicion por herbicidas conlleva mayor
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disponibilidad de piruvato. Los efectos que tiene esta mayor disponibilidad de
piruvato, se tratan en el apartado 1.2.2.3.

C) ACUMULACION DE QUINATO

Otro efecto comun tras la aplicacién de inhibidores de ALS y de EPSPS es la
acumulacién de quinato, metabolito formado en una ramificacion lateral de la
ruta del siquimato (Orcaray et al, 2010). La acumulacién de otros metabolitos
como fenoles totales y antocianinas, son indicadores de que dichos herbicidas
activan el metabolismo secundario (Orcaray et al, 2011). Sin embargo, no ha
sido posible correlacionar la acumulacion de estos metabolitos con la respuesta
toxica de la planta.

1.2.2.3 EFECTO EN EL METABOLISMO DEL CARBONO

La letalidad de las plantas también podria estar asociada con varias reacciones
secundarias desencadenadas después de la inhibicién de la diana herbicida
(Zabalza et al, 2013) y que pueden tener efectos en diferentes rutas
metabolicas que estén a su vez relacionadas con la ruta biosintética afectada
(Maroli et al, 2015). Ambos herbicidas alteran el metabolismo del carbono en
plantas tratadas. Un efecto fisiol6gico es la acumulacién de carbohidratos en
respuesta a tratamientos con glifosato (Orcaray et al, 2012; Maroli et al., 2015;
Zulet et al., 2015; Fernandez-Escalada et al,, 2016) y en respuesta a inhibidores
de ALS (Zabalza et al, 2004; Zulet et al, 2015). Esta acumulacion, detectada
tanto en las hojas como en las raices de plantas tratadas, puede ser utilizada
como marcador fisiologico de la toxicidad del herbicida. La explicacién
fisiolégica de esta acumulacidn de azlcares es similar para ambos herbicidas
(Zabalza et al, 2004; Orcaray et al,, 2012). La acumulacion de carbohidratos no
utilizados en los sumideros sugiere que la sacarosa se transporta desde las
hojas a estos sumideros a una velocidad mayor que a la que puede ser utilizada
en los mismos. La falta de demanda de fotosintetizados seria la responsable del
menor transporte, y la causante de que los azlcares se acaben acumulando
también en las hojas de las plantas tratadas (Devine, 1989; Bestman et al., 1990;
Gaston et al, 2002; Zabalza et al, 2004; Orcaray et al, 2012). De esta forma, a
pesar de que la planta dispone de energia y carbohidratos disponibles, se
estaria produciendo una desregulacion metabdlica bajo la acciéon de estos
herbicidas (Zulet et al., 2013).
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Otros efectos secundarios comunes en el metabolismo del carbono son la
induccién de la fermentacion y de la oxidasa alternativa (AOX) (Gaston et al,
2003; Zabalza et al, 2005; Zhu et al,, 2008; Zulet et al,, 2015).

En el caso de la fermentacién, ambos herbicidas inducen la actividad de los
enzimas fermentativos como piruvato descarboxilasa (PDC), alcohol
deshidrogenasa (ADH) en la fermentacién etandlica y lactato deshidrogenasa
(LDH) en la fermentacion lactica, bajo condiciones aerdbicas (Gaston et al,
2002; Zabalza et al,, 2005). El incremento de estas actividades fermentativas tras
la aplicacién de herbicidas inhibidores de ALS podria contribuir al consumo del
exceso de piruvato generado por inhibicién de la actividad ALS. En plantas de
guisante tratadas con glifosato, también se observd esta induccién de las
actividades fermentativas ADH y PDC (Orcaray et al, 2012). En el caso de la
fermentacién inducida después del tratamiento con glifosato, se observé que
no estaba relacionada directamente con una mayor disponibilidad de piruvato,
ya que este herbicida no inhibe ninguna enzima que consuma piruvato (Zulet
et al, 2015). Se desconoce exactamente qué desencadena este efecto del flujo
de carbono alterado después de la inhibicién del enzima EPSPS o ALS
(Armendariz et al, 2016), y la induccidn fermentativa podria considerarse una
adaptacion metabolica originada por una condicion de estrés.

La oxidasa alternativa (AOX) es un enzima que forma parte de la cadena
respiratoria mitocondrial en la respiracion de las plantas. Se sabe que el
contenido en piruvato tiene un efecto estimulante en la actividad de la AOX
(Millar et al,, 1993; Vanlerberghe et al, 1995) y se ha demostrado que aumentos
en el contenido de piruvato estan relacionados con los aumentos tanto en los
niveles de proteina AOX como en su estado de activacion (Gaston et al,, 2003;
Oliver et al, 2008; Dinakar et al, 2010). En estudios realizados en plantas de
guisante, se observé una relacién clara entre la acumulacion y fermentacién de
piruvato y la induccién de AOX bajo los tratamientos herbicidas con glifosato y
un inhibidor de ALS (imazamox), efectos que fueron independientes del lugar
de aplicacién del tratamiento (Armendariz et al, 2016). La activacion de rutas
fermentativas y de rutas relacionadas con la respiracion alternativa, no solo
podria estar relacionada con cambios en el contenido de piruvato, sino también
con diversos estreses ambientales, entre los cuales puede incluirse la actividad
herbicida.
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1.2.2.4 EFECTOS EN EL METABOLISMO DEL GLUTATION

El glutation (GSH) es un compuesto tidlico formado por tres aminoacidos, y que
se ha descrito que participa en procesos de tolerancia a diferentes estreses
(Zagorchev et al, 2013) actuando como un potente antioxidante intracelular en
todos los compartimentos celulares. El GSH actta gracias a las actividades de
varios enzimas como GSTs, glutation peroxidasa (GPX) y glutation reductasa
(GR).

Se ha descrito que la inhibicidn de los enzimas diana EPSPS y ALS puede resultar
en efectos toxicos, induciendo un cierto nivel de estrés oxidativo (Caverzan et
al, 2019), a través de la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como respuesta a una situacion de estrés abidtica. Sin embargo, no esta
establecido en como estos son generados: via directa como consecuencia de la
inhibicién de la diana o por ser una respuesta secundaria al afectar a otra via o
una respuesta general a una situacién de estrés (Gomes & Juneau, 2016;
Caverzan et al., 2019).

En el caso del glifosato, se ha comprobado que provoca un incremento en la
produccién de ROS en diferentes especies de plantas tratadas (Sergiev et al,
2006; Ahsan et al, 2008; Miteva et al, 2010; Gomes & Juneau, 2016; Tani et al.,
2020). En relacion a los inhibidores de ALS, hay evidencias contradictorias,
indicando por un lado que el estrés oxidativo no estaria relacionado con la
respuesta téxica (Zabalza et al, 2007) o, por el contrario, que si es un efecto
secundario toxico causado por los herbicidas y mediado por una acumulacién
de H20: (Pan et al,, 2017).

Frente a este dafio oxidativo o frente a estos niveles de ROS altos, se han
descrito incrementos en los sistemas antoxidantes correspondientes, entre
ellos, se observo una acumulacion de GSH en respuesta al glifosato en diversas
especies de plantas (Uotila et al, 1995; Jain & Bhalla-Sarin, 2001; de Freitas-
Silva et al., 2017), ademas de una induccidn de la actividad GST (Jain & Bhalla-
Sarin, 2001). En raices de guisante tratadas con un inhibidor de ALS también se
acumuld GSH (Zabalza et al, 2008) y ambos tipos de herbicidas provocaron
acumulacién de glutation total en raices de Arabidopsis (Zulet et al, 2015).
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1.2.2.5 DEFICIT DE PRODUCTOS FINALES

El bloqueo provocado en la ruta de BAA, cuando se aplica glifosato, y el
bloqueo en la ruta de BAR cuando se aplican los inhibidores de ALS, seria
esperable que provocase una disminucién en los niveles de aminoacidos que
se sintetizan en estas rutas: aminoacidos aromaticos (AAA) y/o aminoacidos
ramificados (AAR). Si estos niveles son insuficientes para mantener la sintesis
de proteinas necesaria, se puede desencadenar una carencia de compuestos
esenciales para la planta, que podria llevar a la muerte de la planta (Duke &
Powles, 2008).

No obstante, en estudios realizados sobre el efecto de la aplicacién de glifosato
e inhibidores de ALS en el contenido de aminoéacidos libres, no siempre se
observa una disminucion. En los estudios iniciales se detecté un aumento del
contenido en aminoacidos libres totales y una disminucién de la proteina
soluble (Haderlie et al, 1977) efecto que ha sido corroborado por estudios
posteriores (Zabalza et al, 2006; Orcaray et al, 2010; Zulet et al, 2013;
Fernandez-Escalada et al, 2016; Zabalza et al., 2017) tanto con inhibidores de
ALS como con glifosato. Este incremento podria estar relacionado con la
existencia de un sistema de control homeostatico entre diferentes reservas
(pools) de aminoacidos, que se autorregularia, de forma que estos herbicidas al
anular la sintesis de novo de proteinas, la sintesis proteica en las plantas tratadas
podria realizarse mediante la utilizacion de aminoacidos provenientes de la
degradacion (protedlisis) y aumento del recambio de proteinas (turnover) en las
proteinas ya existentes, aumentando asi el pool de aminoacidos libres y
disminuyendo los niveles de proteina soluble (Zulet et al,, 2013). La degradacién
de proteinas ocurre fundamentalmente por la accion de las proteasas que se
describen con mas detalle en el siguiente apartado, 1.3.
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1.3 PROTEASAS EN PLANTAS

Las proteasas (también conocidas como peptidasas o enzimas proteoliticas) son
enzimas que catalizan la degradacion de proteinas hidrolizando enlaces
peptidicos y generando péptidos mas pequenos. Estos enzimas estan presentes
en todos los organismos vivos, cumpliendo diversas funciones a nivel celular.
Se han identificado las funciones biolégicas de un minimo de 40 proteasas
mediante estudios genéticos (van der Hoorn, 2008). En las plantas, las proteasas
son reguladoras clave en respuesta a las sefiales ambientales y de desarrollo y
desempefian un papel importante en diferentes procesos biolégicos a lo largo
del ciclo de vida de las plantas: crecimiento, desarrollo, reproduccion, respuesta
inmune, senescencia, abscision, homeostasis celular, respuesta al estrés
sistémico y muerte celular programada (PCD) (Grudkowska & Zagdanska, 2004;
Liu et al,, 2018a; Tornkvist et al., 2019; Fanourakis et al., 2020).

En las plantas las proteasas se encargan de degradar las proteinas defectuosas,
mal plegadas y no funcionales. Los tres residuos de aminoacidos especificos
que trabajan juntos en el centro del sitio activo de la proteasa, se conocen como
triada acido-base-nucledfilo o triada catalitica (Figura 1.13). El 4cido suele ser
un residuo de aspartato (Asp) o glutamato (Glu) que alinea y polariza el residuo
basico. El residuo basico es una histidina (His) que polariza y desprotoniza al
nucledfilo para aumentar su reactividad. El grupo nucledfilo, formado por un
residuo de cisteina (Cys) o serina (Ser) o por otros, es la especie neutra o anién
del sitio activo del enzima capaz de ceder electrones y atacar a una secuencia
especifica del sustrato formando un intermediario covalente (Dunn, 2001).
Todas las proteasas polarizan el grupo carbonilo del enlace peptidico del
sustrato, estabilizando el oxigeno en un hueco de oxianién, lo que hace que el
atomo de carbono sea mas vulnerable al ataque de un nucledfilo.

Las proteasas se pueden dividir en diferentes clases segun el lugar de ruptura,
estructura quimica o mecanismo catalitico. Segun el lugar de ruptura las
proteasas se pueden clasificar en endopeptidasas, que cortan los enlaces
peptidicos internos, y en exopeptidasas, que cortan los enlaces peptidicos
terminales. Estas a su vez se pueden dividir en amino y carboxipeptidasas segun
la posiciéon de la escisién del enlace peptidico. Las aminopeptidasas cortan en
los enlaces terminales amino (NH2) (N-terminal), mientras que las
carboxipeptidasas cortan en los enlaces terminales carboxilo (COOH) (C-
terminal).
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Figura 1.13. Triada catalitica nucledfilo-base-acido en el sitio activo del enzima.

La clasificacion en funcién del mecanismo catalitico del nucledfilo, se basa en
la naturaleza del grupo funcional de los sitios activos que realizan la hidrdlisis,
generalmente selectiva, de los enlaces peptidicos. Segun la base de datos
MEROPS las proteasas vegetales se clasifican en 9 grupos, los 5 primeros son
los grupos de proteasas principales: Ser, Cys, Asp, Thr, metaloproteasas (MMPs),
y el resto corresponden a asparagina (Asn), Glu, y proteasas mixtas con un sitio
catalitico desconocido (Fanourakis et al, 2020; MEROPS, 2021). Las proteasas
de serina, de cisteina, y de treonina usan un residuo de Cys, Ser o Thr,
respectivamente, como nucledfilo en el sitio activo (Figura 1.14). Las MMPs y
las proteasas asparticas usan agua como nucledfilo, activado por las
interacciones electrostaticas con el ién metalico o aspartico (Figura 1.14.C.D)
(van der Hoorn, 2008).

La base de datos MEROPS (http://www.ebi.ac.uk/merops/) es una fuente
integrada de informaciéon sobre las proteasas en plantas, clasificadas
jerérquicamente en base a su estructura. Cada peptidasa se asigna a una familia
sobre la base de similitudes estadisticamente significativas en la secuencia de
aminoacidos, y las familias que se cree que son homodlogas, y que comparten
una proteina ancestral comun, se agrupan en un clan (Rawlings et al, 2018).
Ademas, en la base de datos MEROPS también se pueden encontrar
subfamilias, cada una de ellas representa un grupo dentro de una familia que
resulta de una divergencia antigua (calculada a partir de un arbol filogenético
que ocurrié hace 2.500 millones de afios). Una subfamilia en MEROPS suele ser
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el resultado de la fusién de lo que habian sido familias separadas (Rawlings et
al, 2018).

En relacion con la nomenclatura, para un clan se usa un identificador que consta
de dos letras: la primera indica el tipo de residuo catalitico (A para Asp, C para
Cys, G para Glu, | para inhibidores que son proteinas, M para MMPs, P para
peptidasas de tipos cataliticos mezcla, S para Ser, T para Thr, N para Asny U
para peptidasas de tipo catalitico desconocido), y la segunda letra se asigna
secuencialmente a medida que se identifica cada clan (Rawlings et al, 2018).
Para una familia, el identificador consta de una letra inicial, correspondiente al
aminoacido del sitio activo que realiza la hidrdlisis, seguida de un nimero
caracteristico (Rawlings et al, 2018).

Figura 1.14. Mecanismos de escision de las 4 clases cataliticas principales de proteasas. A)
Proteasas de serina. B) Proteasas de cisteina. C) Proteasas asparticas. D) Metaloproteasas.

Los genomas vegetales codifican un gran nimero de proteasas. El genoma de
Arabidopsis thaliana L. contiene mas de 800 proteasas, que se distribuyen en
60 familias y pertenecen a 30 clanes diferentes (van der Hoorn, 2008). Las
proteasas mas numerosas son las proteasas de serina (45% del total), seguido
de las proteasas de cisteina (25%), metaloproteasas (15%), aspartato proteasas
(11%), y, por ultimo, treonina proteasas (4%) (Lallemand et al, 2015). Sin
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embargo, en la base de datos MEROPS no se encontraron proteasas conocidas
en A. palmeri (la especie objeto de este estudio). En la busqueda tan solo se
encontré en esta especie un homodlogo no peptidasa que podria hidrolizar
enlaces peptidicos (MEROPS, 2021).

Los principales sistemas proteoliticos conocidos en plantas se presentan a
continuacion, son dos: proteasas de cisteina (nombradas en adelante como
CysProt, que incluyen a las papain-like cistein-proteasas (PLCPs) y a los enzimas
de procesamiento vacuolar (VPEs)), y las serinas hidrolasas (SHs).

1.3.1 PROTEASAS DE CISTEINA (CysProt)

La principal caracteristica molecular de estas proteasas es la Cys catalitica que
actia como nucledfilo para la protedlisis (Figura 1.14.B). Las CysProt estan
altamente representadas en plantas, incluyendo mas de 140 miembros
agrupados en 5 clanes que incluyen a 15 familias (Rawlings, 2010). Las
estructuras de las CysProt son distintas en cada clan. Por ejemplo, los clanes CA
y CE contienen proteasas con un pliegue similar a la papaina, una enzima
proteolitica vegetal cuya estructura Unica ayuda a entender como funcionan las
enzimas proteoliticas (Amri & Mamboya, 2012). Las proteasas CD tienen un
pliegue similar a la caspasa, una clase de CysProt especificas que son altamente
selectivas para la escision después de residuos especificos: Asp para caspasas
animales, asparagina (Asn) para VPEs y arginina (Arg) para metacaspasas (van
der Hoorn, 2008).

En las plantas, las CysProt estan involucradas en la regulacion de la PCD (Sueldo
& van der Hoorn, 2017), en la resistencia frente a patdgenos (Zhang et al,, 2020)
y frente a los ataques de plagas (McLellan et al, 2009). Otras CysProt regulan,
entre otros procesos, el destino de las células epidérmicas, el tiempo de
floracion o el desarrollo del polen (van der Hoorn, 2008).

1.3.1.1 PAPAIN-LIKE CISTEIN-PROTEASAS (PLCPs)

Estas proteasas pertenecen al clan CA, familia C1. Son las Unicas de esta familia
presentes en las plantas y las mas estudiadas entre las CysProt (Martinez et al.,
2012). En A. thaliana L., se han encontrado 30 PLCPs (van der Hoorn, 2008) y
también se han identificado en otras especies como cebada, trigo o tomate (Liu
et al, 2018a).
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Todas las PLCPs presentan puentes disulfuro que determinan su estructura
funcional, y contienen residuos de la triada catalitica en el orden Cys-His-Asn.
El ataque nucleofilico se lleva a cabo a través del grupo tiol reactivo de la Cys
en el sitio activo (Rao et al, 1998) y se localizan en vesiculas, vacuolas o en el
apoplasto (van der Hoorn, 2008).

Las PLCPs participan en muchos procesos biologicos y fisioldgicos tan
importantes como la PCD en respuesta a estreses bidticos y abidticos
(Zamyatnin, 2015), en procesos relacionados con el tiempo de floracion (Shahid
et al, 2014), senescencia y movilizacion de reservas de semillas (van der Hoorn,
2008; Martinez et al., 2012).

1.3.1.2 ENZIMAS DE PROCESAMIENTO VACUOLAR (VPEs)

Los VPEs, también conocidas como asparagina endopeptidasa (AEP) o
leguminas (Yamada et al, 2020) son el tipo de CysProt mas estudiadas
pertenecientes a la familia C13 (clan CD), y se localizan en la vacuola (Hara-
Nishimura et al, 1998; Kinoshita et al, 1999; Prabucka & Bielawski, 2004;
Martinez & Diaz, 2008; van der Hoorn, 2008; Shi & Xu, 2009; Hara-Nishimura &
Hatsugai, 2011; Szewinska et al., 2016). Los VPEs contienen residuos de Cys en
el sitio activo y sitios de corte seleccionados en residuos de Asn y
ocasionalmente, residuos de Asp (Kinoshita et al, 1999; Morimoto & van der
Hoorn, 2016)

En general, los VPEs son relevantes en varios procesos biolégicos como la
defensa contra insectos (Yamada et al, 2020) o el procesamiento de enzimas
hidroliticas (Hatsugai et al., 2006, 2015; Hara-Nishimura & Hatsugai, 2011).

Los VPEs vegetales se distribuyen ampliamente en muchos tipos de plantas
(Yamada et al, 2020). Por ejemplo, en A. thaliana L. se han identificado hasta 4
isoformas funcionales: a-VPE, B-VPE, y-VPE y 6-VPE (Kinoshita et al,, 1995; Gruis
etal, 2002; Hatsugai et al, 2015; Vorster et al, 2019; Yamada et al,, 2020) (Figura
1.15). La isoforma funcional B-VPE, se expresa especificamente en el embrién,
endospermo y polen, con un papel importante en la maduracion del poleny en
la movilizacién de proteinas de almacenamiento de semillas (Kinoshita et al,
1999; Liu et al, 2018a) (Figura 1.15). Las isoformas o-VPE y y-VPE hacen
referencia a un tipo vegetativo (Kinoshita et al., 1995, 1999), que se expresa en
embriones en A. thaliana L. y participa en el procesamiento de proteinas de
almacenamiento de semillas con B-VPE (Figura 1.15). En angiospermas, la
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isoforma y-VPE aumenta en tejidos sometidos a PCD inducida por estrés biotico
y abidtico (Figura 1.15) (Yamada et al,, 2020). La isoforma 6-VPE todavia no esta
caracterizada en profundidad, pero se sabe que una de sus funciones
importantes es el desarrollo de la cubierta de la semilla y la emergencia de la
radicula (Yamada et al.,, 2020).
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Figura 1.15. Funciones de los enzimas de procesamiento vacuolar (VPEs) en el ciclo de vida de A.
thaliana L. Los circulos centrales muestran los niveles de expresion de a-VPE, B-VPE, y-VPEy 6-VPE
(Yamada et al, 2020)

1.3.2 PROTEASAS DE SERINA HIDROLASA (SHs)

La clase de las serinas hidrolasas (SHs) es la clase mas grande de proteasas en
plantas. Se divide en 14 familias e incluye méas de 200 miembros (van der Hoorn,
2008). La mayoria de estos enzimas tienen un mecanismo catalitico similar al de
CysProt, caracterizado por presentar una triada catalitica compuesta por el
residuo Ser (nucledfilo del mecanismo catalitico) (Liu et al, 1999; Kidd et al,
2001; Gershater et al, 2007) por el residuo His y por Asp, aunque también se
han descrito diferentes triadas como His-Ser-His o Ser-His-Glu (Hedstrom,
2002). Los SHs estan involucrados en una amplia gama de procesos fisioldgicos
(Dolui et al., 2020) como PCD, desarrollo de semillas, regulacion de la densidad
estomatica, respuestas inmunes, metabolismo secundario, procesos de
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desintoxicacion y un papel crucial durante la maduracién y germinacién de las
semillas (Figura 1.16) (Gruis et al, 2004; Kaschani et al, 2012; Tan-Wilson &
Wilson, 2012; Dolui et al., 2020).

Se sabe que los efectos toxicos de los agroquimicos herbicidas (por ejemplo,
anilofos, un herbicida inhbidor de la elongacion de los acidos grasos, actual
grupo 15), fungicidas e insecticidas organofosforados (OP), carbamatos,
fosfonatos y sus derivados a menudo no pueden correlacionarse
completamente con la toxicidad causada en la diana objetivo, lo que indica que
puede haber objetivos secundarios toxicolégicamente relevantes, aunque estos
efectos estdn poco investigados en mamiferos (Nomura & Casida, 2011;
Kaschani et al, 2012) y mucho menos en plantas. Para la identificacion de estos
objetivos secundarios, se ha estudiado la familia de las SHs utilizando técnicas
protedmicas (Evans & Cravatt, 2006; Li et al, 2007; Kaschani et al., 2012).

Protein metabolic process Lipid Metabolic process
(23%) = = (16%)

Calabo(l:;srocess _ _Cellular process
e = (27%)

Response to stress_—
(7%)

Post embryonic development Biosynthetic procee
(9%) (9%)

Figura 1.16. Clasificacion de 55 proteinas identificadas como SHs segln su proceso bioldgico
celular. Las SHs han sido clasificadas segun distintas categorias de ontologia génica (Dolui et al.,
2020).

1.3.3 ACTIVITY-BASED PROTEIN PROFILING (ABPP) EN PLANTAS

Analizar las funciones de miles de proteinas codificadas por los genomas
vegetales es fundamental para avanzar en su conocimiento y comprender la
complejidad de la protedmica en plantas. El perfil de actividades proteasas en
plantas puede ser estudiado utilizando sondas basadas en actividad y se conoce
como activity-based protein profiling (ABPP). Se trata de una poderosa
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tecnologia protedmica funcional que ayuda a mostrar las actividades de las
proteinas en los proteomas (Morimoto & van der Hoorn, 2016) y se basa en el
uso de pequefias sondas de moléculas reactivas que marcan solo proteinas
funcionalmente activas y cuyos sitios cataliticos estan disponibles (Figura
1.17.A) (Cravatt et al, 2008). La reaccion funciona de una manera dependiente
de la actividad, resultando en un enlace estable, covalente e irreversible entre
la proteina y la sonda (Kotodziejek & van der Hoorn, 2010). Las proteinas
marcadas pueden detectarse e identificarse en geles de proteinas (SDS-PAGE)
y visualizarse en un escaner de fluorescencia (figura 1.17.B), aunque mediante
espectrometria de masas también pueden purificarse e identificarse proteinas.
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Figura 1.17. A) Principio de ABPP. Marcaje especifico del proteoma activo con sondas. B) Deteccion
de proteinas marcadas. Los proteomas marcados con sondas fluorescentes se separan en geles de
proteinas y se escanean con geles de fluorescencia (Morimoto & van der Hoorn, 2016).

En la técnica ABPP se encuentran tres elementos funcionales:

1. Cabeza o warhead, y forma el grupo reactivo basado en un inhibidor
irreversible y especifico para cada tipo de enzima. El warhead actia como
un sustrato electrofilico para formar un enlace covalente, estable e
irreversible con el residuo del sitio activo de la proteina objetivo (Figura
1.18) (Baruch et al, 2004). El grupo reactivo puede tener diferentes
quimiotipos, que pueden ser (Figura 1.18):
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* Inhibidores mechanism-based. La mayoria de las sondas utilizadas son de este

tipo y se basan en inhibidores covalentes que marcan el sitio activo de una
manera dependiente de la actividad (Cravatt et al, 2008; Johnson et al, 2010;
Niphakis & Cravatt, 2014).

» Sondas de foto-afinidad o marcaje por foto-afinidad (PAL). Este tipo se basa
en el uso de una sonda quimica que puede unirse covalentemente al sitio activo
en respuesta a la activacion por luz. Esto es posible mediante la incorporacion
de un grupo fotorreactivo que se une de forma reversible (Sadakane &
Hatanaka, 2006).

» Sondas suicide substrate. Este tipo de sondas que actian como sustrato, son

activadas por enzimas, dando como resultado un intermediario hiperreactivo
que reacciona rapidamente con el nucleéfilo dentro del enzima (Morimoto &
van der Hoorn, 2016).

« Sondas unbiased reactivity. Estas sondas consisten Unicamente en un grupo

reactivo que carece de un grupo de unidn y que marca residuos
intrinsecamente hiperreactivos sin selectividad para ciertas clases de enzimas
(Morimoto & van der Hoorn, 2016).

2. El reporter o tag, que permite una deteccion rapida y una purificacién
sencilla (Cravatt et al, 2008). Hay diferentes tipos, el primero denominado
dffinity tag estd formado por una biotina o destiobiotina, que es
indispensable para el aislamiento de las proteinas objetivo. El sequndo tipo
es un reporter fluorescente, que puede ser un compuesto quimico de tipo
bodipy, rodamina o cianina Cy2/ 3/5), que permite una mejor visualizacion
y cuantificacion de las sefiales de marcaje. Los Ultimos tipos son un reporter
radioactivo o de tipo quimico (azida o un mini reporter de alquino) que se
puede acoplar a un dffinity o fluorescente tag usando “quimica de clic”
(Figura 1.18) (Morimoto & van der Hoorn, 2016).

3. El dltimo elemento es el linker, una cadena de hidrocarburos disefiada para

conectar el warhead y el reporter o tag, y las mantiene a una distancia
adecuada (Figura 1.18).
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Linker
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group  group ‘ Reporter tag
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Unbiased reactivity probe D :/\y. Minitag (alkyne/azide)

Figura 1.18. Elementos funcionales de la técnica ABPP: warhead incluyendo cuatro tipos de sonda,
el linker y 4 tipos de reporter tag (Morimoto & van der Hoorn, 2016).

La primera sonda introducida investigacion con plantas fue DCG-04, enfocada
al marcaje de PLCPs en los proteomas de las hojas de la planta modelo A.
thaliana L. (Van Der Hoorn et al, 2004). Desde entonces se ha incrementado
considerablemente el uso de ABPP en estudios con plantas sobre la actividad
de cientos de proteinas, ya que ABPP es una herramienta de informacion
poderosa, Unica, robusta y que proporciona un alto contenido de informacion.
Esta técnica se puede utilizar para comparar actividades de diferentes
proteomas (ABPP comparativa), y asi poder ver, por ejemplo, el efecto de un
tratamiento relacionado con estreses bidticos y abiéticos sobre las actividades
proteoliticas. Por otro lado, en la ABPP competitiva se identifican las posibles
bandas de proteinas mediante la incubacidon del extracto con inhibidores
especificos (Kaschani et al,, 2012).

A través de la técnica ABPP comparativa se estudio el efecto del glifosato y los
inhibidores de ALS sobre el perfil proteolitico de raices de guisante. En las
plantas tratadas con ambos tipos de herbicidas se habia descrito un incremento
del pool de aminoacidos libres y un descenso del contenido soluble, con lo que
era esperable detectar un incremento generalizado de las actividades
proteoliticas (Zulet et al, 2013). Se detectaron cambios en la mayoria de las
actividades proteasas, pero algunas fueron inducidas, como la actividad PLCPs,
mientras que otras fueron inhibidas; VPEs, CysProt y metacaspasas (Zulet et al,
2013). Sin embargo, es de destacar que los cambios en cada proteasa en
particular fueron comunes tras ambos tipos de tratamientos herbicidas (Zulet
et al, 2013).
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1.4 RESISTENCIAS Y MECANISMOS DE RESISTENCIA A
HERBICIDAS EN MALAS HIERBAS

La enorme presidn de seleccidon que se ejerce sobre las poblaciones de malas
hierbas con el uso continuado de herbicidas con el mismo de mecanismo de
accion, ha dado lugar a la evolucion de resistencias (Beckie, 2006; Yu et al,
2010). La resistencia es la capacidad heredable de una planta de una
determinada especie, para sobrevivir y reproducirse después de recibir un
tratamiento herbicida, que, en condiciones normales, a una determinada dosis
para esa especie la hubiese controlado.
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Figura 1.19. Evolucién de la resistencia a los herbicidas en una poblaciéon de malas hierbas.

La resistencia a los herbicidas es el resultado de la seleccion natural, de
mutaciones que ocurren naturalmente y de procesos evolutivos (Roma-Burgos
et al, 2019). Los individuos o biotipos resistentes a los herbicidas estan
presentes de forma natural dentro de la poblacion de malas hierbas, pero a
frecuencias muy bajas. Después de aplicar herbicida, estos individuos
resistentes sobreviven, se reproducen y en afios posteriores, y si se siguen
usando herbicidas con el mismo mecanismo de accién, dan lugar a poblaciones
de malas hierbas resistentes (Figura 1.19).

Ademas, como problema afiadido, nos encontramos con algunas poblaciones
de malas hierbas con resistencia multiple y con resistencia cruzada. El fenémeno
de la resistencia multiple se define como la expresién (dentro de individuos o
poblaciones) de mas de un mecanismo de resistencia; una planta resistente
puede poseer de dos a muchos mecanismos de resistencia distintos y puede
presentar resistencia a algunos o muchos herbicidas (Powles & Preston, 1995).
La resistencia cruzada hace referencia a biotipos resistentes a dos o mas
herbicidas por un Unico mecanismo de resistencia (De Prado et al,, 2000).
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La resistencia herbicida es un proceso evolutivo y su dindmica e impacto son
dependientes de una serie de factores clasificados como factores
antropoldgicos y factores bioldgicos. Los factores antropoldgicos estan
relacionados principalmente con las practicas agronémicas seleccionadas para
el manejo de las malas hierbas (Figura 1.20). Los factores bioldgicos por su
parte, hacen referencia a la ecologia, genética y otras caracteristicas
relacionadas con la reproduccion de la mala hierba (Figura 1.20). Por ejemplo,
el caracter anual/perenne de la mala hierba: las resistencias son mas frecuentes
en anuales por su dependencia de la reproduccién sexual y menor tiempo de
generacion, lo que resulta en una mayor variacién genética y en una evoluciéon
de la resistencia mas rapida (Moss et al, 2019). También es de importancia el
caracter autbgamo/alégamo, obligado/facultativo (la variabilidad de la especie
es mucho mayor en alégamas, y el flujo de genes via polen contribuye a la
expansion de la resistencia) y la elevada produccion de semillas (puesto que
conlleva mayor nimero de cruzamientos).

FACTORES ANTROPOLOGICOS
PRACTICAS AGRONGMICAS

e Eleccion del herbicida (estructura quimica de cada principio activo, accion
residual, analogia con otros herhicidas).

* Frecuencia y dosis en campo.

s Factores operacionales: maquinaria, habilidades del operador.

s Factores del agro-ecosistema; rotacion de cultivos, practicas no quimicas y

condiciones medioambientales.
(Powles & Yu, 2000)

G FACTORES BIOLOGICOS

+ Ecologia.

+ Genética (frecuencia, nomero, dominancia y fitness cost de los genes de resistencia
pre-existentes a la aplicacion de un herbicida).

¢ Capacidad de produccidn y de movimiento de las semillas y polen, longevidad en el
banco del suelo, % de autogamia y alogamia.

Jasieniuk ef al., 1996 Busi o al., 2005 Powles &Y, 2000)

Figura 1.20. Factores antropoldgicos y biolégicos de los que depende la resistencia a los
herbicidas.
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A continuacién, se muestra en la figura 1.21 una simplificacién de los
mecanismos de resistencia y su vinculacion con los pasos de la accion herbicida.
En la parte superior de la figura aparecen representados los pasos consecutivos
de la accidén herbicida para que ejerza efectos fitotdxicos sobre una planta.
Después del tratamiento con el herbicida, este debe ser absorbido, penetrar en
la planta, translocarse (o no, si se trata de un herbicida de contacto) y alcanzar
la diana celular del mismo, a una cierta concentracién. Hasta aqui el proceso
puede verse alterado en caso de que la planta tenga capacidad de secuestrarlo
y/o metabolizarlo a compuestos no téxicos. Si el herbicida alcanza la diana a
suficiente concentracion ejercera su efecto inhibitorio, lo que tendra una serie
de consecuencias metabdlicas y fisiolégicas (modo de accién) que conduciran
a la muerte de la planta o a la reduccién de su crecimiento (Délye et al, 2013).

PASOS CONSECUTIVOS DE LA ACCION DE UN HERBICIDA @
Aplicacidn del
W herbicida l\
& Translocaciona ln Acumulacionen ln yeia

Unidna la z  Alteracion celular y

Penctracion hicac e seacidade 5 ’

| c ubicacién de la ubicacidnde |a proteinablanco daio en Ia plants

proteinablanco proteina blanco
. . P — ,'
P
G 7 Ve
IJA\XU. BLANCO R@ :
¢ oo A
MECANISMOS DE RESISTENCLA
r i@
BLANCO
(C) Metabolismo sumentado © mavco
. (D) Compensacion o
(A) Penetracion  (B) Tanslocacion alterada, . BAKCO BLANCO proteceion
reducida Secuestro en vacuola . Fe3 DLANCO
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Figura 1.21. Resumen de los mecanismos de resistencia target-site y non-target site. En la figura
aparecen resumidos los pasos consecutivos de la accion herbicida. En letras mayusculas y negrita
(A, By D) se muestran los cambios en los procesos que intervienen en la accién herbicida (non-
target site) y en letras mayUsculas en azul (E y F) se muestran los mecanismos que modifican el sitio
de accién (target-site). Los numeros del 1 al 5 indican los pasos de la accion herbicida (modificado
de (Délye et al., 2013).
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La resistencia a un herbicida supone que la planta ha absorbido el herbicida,
pero éste no llega a tener las consecuencias téxicas esperadas en esa especie.
Los mecanismos fisiol6gicos que pueden proporcionar esta resistencia se
clasifican en dos grupos: mecanismos non-target site resistance (NTSR, aquellos
gue no estan basados en la diana) y mecanismos target-site resistance (TSR,
basados en la diana) (Powles & Preston, 1995; Powles & Yu, 2010; Délye et al,
2013; Tétard-Jones et al, 2018). Los mecanismos TSR, implican cambios en el
sitio de accién o diana del herbicida y los mecanismos NTSR, implican
modificaciones de otros procesos que intervienen en la accién del herbicida
(absorcidn, transporte o metabolizacion).

1.4.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA NON-TARGET SITE (NTSR)

Este mecanismo de resistencia puede ser debido a uno o a la combinacion de
diferentes mecanismos que dificultan que el herbicida alcance la proteina
objetivo, o minimizan la cantidad de herbicida activo que alcanza el target
(Figura 1.21). En general son poligénicos, inespecificos, poco conocidos en
comparacion con los mecanismos basados en la diana (Délye, 2012) y son
independientes de los mecanismos de accion (Sabbadin et al, 2017), aunque
su evolucién depende del tipo de herbicida, uso e intensidad, de la diversidad
genética de las plantas (Yu & Powles, 2014) y de las condiciones ambientales
(Ramesh et al., 2017; Matzrafi, 2019). Se sospecha que los mecanismos NTSR se
desarrollan gradualmente en respuesta a estreses bibticos y abioticos, lo que
les permite adaptarse a las condiciones de crecimiento (Ou et al, 2018).

Ademas, un mecanismo NTSR puede afectar mas facilmente a mas de un grupo
de herbicidas, confiriendo resistencia cruzada. Sin embargo, sus determinantes
genéticos siguen siendo poco conocidos. Por ello, seguir investigandolos
desde un enfoque molecular, con herramientas como la transcriptomica,
pueden ayudar a su deteccién antes y después de aplicar herbicida (Délye,
2012).

Los herbicidas son absorbidos por las células vegetales ya sea a través de las
raices (con herbicidas aplicados al suelo) o de las hojas (herbicidas foliares). Esta
absorcién dependera de la cantidad de herbicida que se adhiera a la superficie
vegetal y de las propiedades fisicas y quimicas de la cuticula foliar. Las ceras
epicuticulares que forman la cuticula pueden determinar su comportamiento
hidrofilo, controlando asi la adhesion del herbicida. Mediante la reduccién en
la penetracion o por los procesos de absorcidn/translocacién alterada se
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producen cambios en los procesos que intervienen en la accién del herbicida y
pueden conducir a la resistencia (Powles & Yu, 2010). La resistencia asociada a
la absorcién alterada o reducida de herbicidas foliares, se debe mas a
estructuras foliares alteradas que a mecanismos de naturaleza bioquimica
(Rigon et al, 2020). En general, es un proceso poco estudiado (Délye, 2012), y
apenas se conocen casos de resistencia asociada exclusivamente a la menor
absorcion (Rigon et al, 2020)

En muchas situaciones, se ha encontrado que el mecanismo NTSR de absorcién
alterada, coexiste con los mecanismos NTSR de translocacion reducida o
metabolismo (Rigon et al,, 2020). Estudios bioquimicos realizados por Vila-Aiub
et al, 2012, en plantas de Sorghum halepense demostraron que dentro de una
sola planta podian encontrarse varios mecanismos NTSR, como la absorcién
reducida por parte de las hojas (Figura 1.21.A) y la translocacion reducida de
glifosato (Figura 1.21.B). En estudios con Lolium rigidum también se observé
una reduccion de la translocacion de glifosato, quedando retenido dentro de la
punta de las hojas tratadas en plantas resistentes (Wakelin et al, 2004). Esta
translocacién alterada implica una restriccion en el movimiento del herbicida
dentro de la planta y/o su compartimentacion (Figura 1.21.B), quedando
secuestrado en la pared celular o en la vacuola (Délye, 2012).

También encontramos como mecanismo NTSR, la degradacién metabdlica del
herbicida (Figura 1.21.C), que hace referencia a un conjunto de procesos
biolégicos complejos que transforman las moléculas fitotdxicas en compuestos
inocuos permitiendo a las plantas resistentes evitar dafos por la accién
herbicida, Este tipo es el principal mecanismo NTSR en malas hierbas
resistentes, y puede proporcionar la capacidad de metabolizar diversas
moléculas con el mismo o diferentes modos de accion (Jugulam & Shyam,
2019).

En general, el proceso de metabolizacién sigue tres fases diferenciadas:
conversién, conjugacion y deposicidn (Figura 1.22). En la primera fase, el
herbicida es transformado en metabolitos relativamente hidrofilicos con
fitotoxicidad reducida, mediante la oxidacion, hidroxilacién, desaminacion o
desalquilacion. Los principales enzimas que pueden estar implicados en este
tipo de reacciones son: las citocromo P450 monooxigenasas (P450) (Gaines et
al, 2020), esterasas (Feng et al, 1995), el enzima aldo-ceto reductasa (AKR)
(Pan et al, 2019), y el enzima aril acilamidasa (Hirase & Hoagland, 2006), entre
otros. El herbicida o su producto obtenido en la fase |, puede ser conjugado
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(fase Il) con metabolitos como glutation, azlicares o aminoacidos. Algunos de
los enzimas que pueden participar en esta fase I, son: glutation S-transferasas
(GST), dglicosil transferasas (GT), aminoacidos transferasas (AT) o malonil
transferasas (MT) (Rigon et al, 2020). Finalmente, en la fase Il los metabolitos
pueden ser compartimentalizados (vacuola), o exportados a la pared celulares
(Yuan et al, 2007). Esta ultima fase puede estar catalizada por distintos
transportadores celulares entre los que destacan los transportadores ABC
(cassette de unidn a ATP), localizados en el tonoplasto (Rigon et al., 2020). Los
metabolitos obtenidos a partir de los herbicidas por una o varias de las fases
descritas, normalmente tienen una movilidad muy baja y pierden cualquier
actividad inhibidora, y esto es lo que proporciona resistencia a las plantas
capaces de metabolizarlos.
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Figura 1.22. Resumen del mecanismo NTSR de degradacién metabdlica del herbicida en una célula
vegetal. Los herbicidas normalmente se degradan a través de las tres fases del metabolismo; en la
fase | se introducen pequefios grupos funcionales en la estructura del ingrediente activo, en la fase
Il la molécula herbicida es transformada en un metabolito méas hidrofélico usualmente via oxidativa
a través de la accion de varios tipos de transferasas, y en la fase Ill los metabolitos conjugados se
mueven a la vacuola (o la pared celular) para la compartimentaciéon y una mayor degradacion. El
transporte activo a veces requiere transportadores ABC (u otros tipos de transportadores) para
mover los metabolitos del herbicida a través de las membranas (Rigon et al., 2020).

Como Uultimo mecanismo NTSR, estd la neutralizacion, compensacion o
proteccion de los efectos provocados por el herbicida (Figura 1.21.D). En
algunas situaciones, la accion del herbicida sobre la diana tiene como
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consecuencia la generacién de ROS, y se han encontrado plantas resistentes
capaces de neutralizarlos protegiendo a las células y dando tiempo a la planta
resistente a degradar el herbicida (Délye, 2012).

1.4.1.1. METABOLISMO DEL GLUTATION EN LA RESISTENCIA A
HERBICIDAS

Los enzimas GSTs (EC.2.5.1.18) son una familia de enzimas presente en plantas
y también en organismos como bacterias y hongos (Frova, 2006; Perperopoulou
et al, 2018) cuya funcién principal es la defensa de la planta en respuesta a
estreses abioticos desempeifiando un papel crucial en el metabolismo de los
herbicidas en las malas hierbas (Miteva et al, 2005; Yuan et al, 2007;
Kawahigashi, 2009; Katerova & Miteva, 2010).

Los GSTs catalizan la desintoxicacidon directa de los xenobidticos a través de su
conjugacién con GSH (Dixon et al, 2002, 2010; Anderson & Davis, 2004). En el
caso de la desintoxicacion de los herbicidas, no todos los herbicidas dentro de
un grupo quimico determinado son igualmente susceptibles a la conjugacion
mediada por GSTs, sino que depende de la estructura quimica del herbicida.
Ademas, estas reacciones de conjugacion pueden ocurrir directamente con el
herbicida activo o después de la actividad de otros enzimas, como P450. Las
GSTs en plantas fueron identificadas por primera vez en maiz en el afio 1970,
caracterizadndose el mecanismo presente de detoxificacion del herbicida
atrazina (Shimabukuro et al, 1971). Se conocen por establecer conjugados con
GSH las triazinas (Shimabukuro et al, 1971; Hatton et al, 1996) y las
cloroacetamidas, entre otros. Recientemente, se ha descrito una GST
(AmGSTF1), capaz de catalizar la accion sobre multiples herbicidas: clortolurén,
alacloro y atrazina (Cummins et al., 2013).

Esta conjugacion enzimatica se ha descrito como un tipo de mecanismo NTSR
de metabolismo mejorado (Nematalla et al,, 2008; Katerova & Miteva, 2010). En
el caso del glifosato, las modificaciones en el contenido de GSH y/o en la
actividad GST tras tratamientos con este herbicida (Vivancos et al, 2011;
Piasecki et al, 2019) podrian mostrar que estd teniendo lugar una
compartimentacion y/o degradacion del herbicida, si bien dicha posibilidad no
ha sido abordada en profundidad en la fisiologia de las plantas resistentes a
este tipo de herbicida. En el caso de los inhibidores de ALS, la mayoria de las
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resistencias NTSR involucran enzimas de la familia de citocromos P450 (Jugulam
& Shyam, 2019), pero también se ha descrito la implicacion de los GSTs y de los
transportadores ABC (Yang et al,, 2016; Zhao et al,, 2017; Liu et al, 2018b)

1.4.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA TARGET-SITE (TSR)

Los mecanismos TSR basados en la modificaciéon de la diana son los que se
encuentran con mayor frecuencia en las malas hierbas resistentes (Kohrt et al,
2017). Pueden ser de dos tipos: el primero, la sobreexpresion de la diana (Figura
1.21.E), que se puede producir por un incremento en el nimero de copias del
gen (amplificacién génica) o por cambios en la regulacién a nivel
transcripcional. La sobreexpresion de la diana implica una respuesta mucho
menor a una dosis concreta del herbicida, como si se hubiera diluido. El
mecanismo de amplificacién génica se ha comprobado que es heredable
(Powles & Yu, 2010) y que no conlleva costes asociados en la aptitud bioldgica
(Vila-Aiub et al,, 2014). Fue identificado por primera vez en biotipos resistentes
al glifosato en A. palmeri (Gaines et al, 2010) y en los ultimos afios, se han
registrado numerosos casos de este mecanismo en otras especies.

Y el segundo tipo de mecanismo TSR; es la modificacién genética que conlleva
cambios estructurales en la diana haciéndola menos sensible o insensible al
herbicida (Figura 1.21.F). Estas modificaciones, son mutaciones genéticas
puntuales que confieren un cambio de aminoacidos en el enzima objetivo que
evita la union del herbicida. Las mutaciones pueden dar lugar a diferentes
niveles de reduccion de la sensibilidad a los herbicidas a nivel de proteina (Délye
et al, 2013).

1.4.3 RESISTENCIAS, UN PROBLEMA GLOBAL

Entre los afos 1950 y 1970, el uso de herbicidas fue clave como instrumento
fundamental para controlar las malas hierbas, pero a pesar del éxito inicial, no
sélo no se han erradicado, sino que, debido a la aplicacién constante de los
mismos herbicidas, algunas poblaciones desarrollaron resistencias. La primera
poblacion descrita, data del aflo 1970 y fue de la especie Senecio vulgaris, con
una resistencia a los inhibidores de PS Il (atrazina y simazina) (Ryan, 1970).

Algunas especies de malas hierbas parecen mostrar mayor facilidad para
desarrollar resistencia, segun los datos de poblaciones resistentes que se
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describen: Lolium rigidum, Poa annua, Alopecurus myosuroides, Echinochloa
colona, Eleusine indica, Amaranthus spp. (Vrbnicanin et al, 2017). De entre ellas,
Lolium rigidum, ha mostrado el mayor nimero de casos de resistencia a
herbicidas de diferentes mecanismos de accion. En Amaranthus palmeri,
nuestra especie objeto de estudio, se han registrado resistencias a 8
mecanismos de accién herbicida diferentes (Heap, 2021).

En el aflo 1980, solo 50 especies de malas hierbas mostraron al menos una
poblacién con resistencia, mientras que hoy en dia aparecen en 152 especies
dicotiledéneas y 111 especies monocotileddneas. Las malas hierbas han
desarrollado resistencia a 23 de los 26 sitios de accion de herbicidas conocidos
y a 164 herbicidas diferentes. Se han descrito también malas hierbas resistentes
a los herbicidas en 94 cultivos en 71 paises. En el caso de Espafia, se han
identificado hasta 43 especies de malas hierbas en las que al menos se ha
identificado una poblacién con resistencia a herbicidas (Heap, 2021).

Los grupos de herbicidas en los que se han descrito mas casos de resistencias
son los inhibidores de ALS (grupo 2), inhibidores de la fotosintesis (grupos 5y
6) y los inhibidores de la ACCasa (grupo 1). El caso més preocupante es el de
los inhibidores de ALS (Figura 1.23). Desde su introduccién en el mercado en el
afio 1982 en EE.UU. (Shaner, 1999), han sido utilizados ampliamente en muchos
cultivos debido a su alta potencia, bajo costo, baja toxicidad y flexibilidad de
uso (Shaner, 1999). La llegada del primer caso de resistencia a estos herbicidas,
fue tan solo 6 afios después, ya que entre 1988 y 1989 se encontraron
poblaciones de Kochia scoparia y Salsola iberica resistentes al clorsulfuron
(Shaner, 1999). A partir de entonces, el elevado uso de estos herbicidas ha dado
lugar a una evolucion exponencial de genotipos resistentes.
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Figura 1.23. Aumento cronoldgico de la resistencia a numerosos sitios de accién de herbicidas. Las
letras se refieren al codigo de la WSSA (Heap, 2021).

Cabe destacar, el incremento lento pero constante de resistencias al glifosato
(grupo 9) (Figura 1.23). Cuando se presenté en 1974, era un herbicida
relativamente caro y tenia un uso muy limitado, pero en 1996, a partir de la
introduccion de los cultivos resistentes al glifosato, se empezé a usar como
producto quimico de post-emergencia, lo que llevé asociado el aumento de las
malas hierbas resistentes por presion de seleccién (Nandula, 2010).

1.4.3.1 RESISTENCIAS MULTIPLES A HERBICIDAS

En agricultura, la dependencia de herbicidas que afecten a un mismo
mecanismo de accidn, sin alternar con otros mecanismos es la principal causa
de la seleccion de resistencias simples. Si después de tener este problema se
sustituye o se afiaden ademas productos con otros mecanismos, pero también
de forma intensiva, es cuando pueden aparecer las resistencias multiples, de
manera que, en la misma planta, o poblacién se encuentran varios mecanismos
de resistencia.

Si las resistencias simples suponen un motivo de preocupacion, el fenédmeno
de las resistencias multiples, es un problema mas grave que incrementa los
costes y provoca grandes pérdidas econdmicas en la agricultura (Powles &
Preston, 1995). Conocer si una poblacion de malas hierbas presenta
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mecanismos de resistencia NTSR o TSR, es crucial para el desarrollo de
estrategias de manejo de las poblaciones con resistencia multiple (Larran,
2018). La mayoria de biotipos con resistencia multiple descritos, presentan
mecanismos de resistencia TSR, pero también hay descripciones con diferentes
mecanismos NTSR. La deteccion de estos mecanismos, requiere de una mejor
comprensidn de los mismos, por ello es necesario seguir investigandolos.

Actualmente, se han descrito alrededor de 60 especies de malas hierbas en las
que se ha encontrado al menos una poblacidn con resistencia a dos sitios de
accién. Pero incluso se ha identificado una especie con poblaciones en las que
al menos un individuo presenta resistencia a 7 mecanismos de accion distintos
(Heap, 2021) (Figura 1.24).

Weeds Resistant to Multiple Sites of Action within a Population
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. lan Heap, WeedScience.org 2019

Figura 1.24. Evolucion cronolégica del nimero de especies de malas hierbas en las que al menos
una poblacion ha desarrollado resistencia multiple a mas de un sitio de accion (Heap, 2021).

La répida evolucidon de mecanismos de resistencia multiple en estas uUltimas
décadas, tiene un impacto tanto en la produccion de cultivos como en el medio
ambiente, y representa un gran desafio para los agricultores, los cientificos y el
sector de la agroindustria, ya que es un verdadero reto para la seguridad
alimentaria global (Délye et al,, 2013; Tétard-Jones et al,, 2018). Este problema
ha obligado a mejorar los conocimientos de la biologia de las distintas especies
de malas hierbas (Sans & Ferndndez-Quintanilla, 1997) y a un mejor
conocimiento de los herbicidas. Pero si la tendencia de uso sigue basandose en
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aplicar aquellos herbicidas que pertenecen a los grupos de principios activos
para los que ha habido una mayor evolucién de la resistencia, el nimero de
biotipos con resistencia multiple seguird aumentando de manera drasticamente
exponencial (Larran, 2018).

1.4.3.2 HERRAMIENTAS PARA LA GESTION DE LAS RESISTENCIAS

La busqueda de soluciones efectivas al problema de las resistencias (simples y
multiples), requiere de estrategias basadas en el manejo integrado, ya que por
si solo ninglin método es capaz de controlarlas adecuadamente y de forma
sostenible (Storrie, 2006). Estas practicas de control integrado incorporan
métodos culturales, mecénicos y quimicos, que si se aplican de forma conjunta
a corto plazo reducen la presidén de seleccion y disminuyen el uso de los
herbicidas, y a largo plazo las ventajas son mayores, reduciendo la severidad de
las malas hierbas resistentes e incrementando la calidad medioambiental
(Mortensen et al., 2012).

Estos métodos también deben basarse en la fenologia de las malas hierbas,
porque permitira desarrollar métodos de control mas especificos al estimar con
precision el momento adecuado para su tratamiento y los efectos de la
competencia de las malas hierbas en el rendimiento de los cultivos (Ghersa &
Holt, 1995). Dentro de las practicas relacionadas con el control quimico, la
diversificacion de los principios activos es clave (Tuesca et al, 2016). Se
recomienda la rotacién de herbicidas con distinto mecanismo de accién y el uso
de dosis recomendadas (Larran, 2018) para conseguir que los alelos de
resistencia disminuyan en frecuencia al eliminar la presién de seleccién que los
favorece (Meagher et al, 2003).

Recientemente, se ha desarrollado una herramienta muy util para evaluar y
cuantificar el riesgo de resistencia que plantea el uso de un herbicida especifico
en una situacion determinada. Dicha herramienta es una matriz de riesgo
basada en el supuesto de que la evolucidn de la resistencia a los herbicidas
depende de manera critica de la interaccién de tres factores: las practicas de
manejo (incluyendo los tratamientos quimicos), el riesgo inherente del
herbicida (especifico de ese compuesto) y el riesgo inherente de las especies
de malas hierbas de las que se trata (Figura 1.25) (Vencill et al, 2014; Moss,
2017; Moss et al,, 2019).
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Figura 1.25. Componentes que se incluyen en cada uno de los tres principales factores de riesgo
de la resistencia a herbicidas (Moss et al.,, 2019).

Esta matriz de riesgo presenta un enfoque cuantitativo para la evaluacién del
riesgo, centrando la atencidon en los recursos necesarios para desarrollar
estrategias que reduzcan ese riesgo y para monitorizar la situacion de
resistencia posterior a la autorizacidon del herbicida (Moss et al, 2019). Los
ingredientes activos de los herbicidas y las principales especies de malas
hierbas se clasifican en una escala de riesgo de resistencia bajo a alto, de esta
forma, la matriz produce evaluaciones realistas de los riesgos de resistencia a
herbicidas asociados a cuatro escenarios; alto riesgo del herbicida y alto riesgo
de la mala hierba, alto riesgo del herbicida y bajo de la mala hierba, medio
riesgo en ambos factores y mezcla de herbicidas en la que hay alto y bajo
riesgo, unido a un alto riesgo de la especie de mala hierba (Moss et al,, 2019).
Todos los datos necesarios para las puntuaciones de riesgo, se basan en
articulos cientificos ya publicados, en la informacién del Comité de Accién de
Resistencia a Herbicidas (HRAC) y en la Base de Datos Internacional de Malas
Hierbas Resistentes a Herbicidas (HEAP). El objetivo es armonizar la evaluacién
del riesgo en toda Europa y que sirva de referencia en otras partes del mundo
donde el uso extensivo de herbicidas es relativamente reciente, y en donde
actualmente el conocimiento y la experiencia sobre las resistencias, son
limitados (Moss et al, 2019).
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1.4.4 RESISTENCIA A GLIFOSATO E INHIBIDORES DE ALS

1.4.4.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA A GLIFOSATO

Desde la comercializacidn de los cultivos Roundup Ready de soja (Glycine max
(L) Merr.), maiz (Zea mays L.), y algoddn (Gossypium hirsutum L.) en el afio 1996,
el uso de glifosato como herbicida selectivo en post-emergencia, domina
practicamente todo el mercado de los herbicidas (Nandula, 2010; Duke, 2018).
Frente a esta excesiva dependencia generalizada del glifosato, el uso de otros
métodos de control de malas hierbas quedd relegado a un segundo plano,
dando como resultado una alta presion de seleccion que condujo a la evolucién
de malas hierbas resistentes a este herbicida (Kipper et al, 2017). En 1996 se
identificd en Australia una poblacién de Lolium rigidum como el primer caso de
resistencia a glifosato, aunque en este caso no estaba relacionado con los
cultivos resistentes al glifosato, sino que habia desarrollado resistencia después
de 15 afios de tratamientos repetidos con glifosato (Powles et al,, 1998; Pratley
et al, 1999). Desde entonces, se han descrito en todo el mundo cientos de
poblaciones resistentes a glifosato, pertenecientes en la actualidad a un total
de 53 especies (Figura 1.26 y 1.27) (Heap, 2021) y debidas en gran parte al
incremento en el uso de glifosato como herbicida selectivo sobre cultivos MG
(Heap & Duke, 2018). De entre estas especies, las mas problematicas son:
Amaranthus palmeri, Amaranthus tuberculatus, Ambrosia artemisiifolia,
Ambrosia trifida, Conyza canadensis, Lolium rigidum, Lolium perenne ssp.
multiflorum y Kochia scoparia (Heap, 2021).

Los mecanismos por los que estas poblaciones de malas hierbas han
desarrollado resistencia a glifosato son diversos. Basicamente son los descritos
en las secciones 1.3.1y 1.3.2: mecanismos non-target site (NTSR) y mecanismos
target-site (TSR). Es importante puntualizar que ambos pueden coexistir dentro
de un individuo o poblacion (Bostamam et al, 2012; Morran et al, 2018).
Identificarlos permite comprender mejor el modo de accién del herbicida,
desarrollar métodos para su deteccidén y tomar conciencia sobre la rapida
propagacion de la resistencia entre las distintas especies de malas hierbas
(Shaner et al,, 2012).
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Figura 1.26. Evolucion del nimero de especies de malas hierbas en las que al menos una poblacién
ha desarrollado resistencia a glifosato (Heap, 2021).
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Figura 1.27. Mapa de distribucion global de las especies de malas hierbas en las que al menos una
poblacién ha desarrollado resistencia a glifosato (Heap, 2021).

1.4.4.1.1 RESISTENCIA NON-TARGET SITE (NTSR) A GLIFOSATO

La comprension general de los mecanismos NTSR al glifosato todavia estan en
pleno desarrollo, pero se los considera el tipo predominante de resistencia a
los grupos de herbicidas 1y 9 (Délye et al, 2013). Ademas, se sabe que podrian
aportar informacién esencial acerca de la evolucion de los mecanismos de
resistencia en las malas hierbas (Yuan et al., 2007).
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Figura 1.28. Resumen de la resistencia NTSR (Rigon et al,, 2020).

Estos mecanismos involucran diferentes modos de exclusién del herbicida, y
pueden estar basados en 1) una disminucion en su absorcién, 2) alteracion de
su translocacion, basados y/o en el secuestro, 3) desarrollo de una rapida
necrosis del follaje tratado (fendmeno Phoenix) o 4) metabolizando la
degradacion del ingrediente activo herbicida (Figura 1.28).

Se describen con mas detalle algunos de ellos a continuacién:

A) ABSORCION, TRANSLOCACION Y SECUESTRO DEL HERBICIDA

La alteracion en la translocacion y/o absorcion de glifosato, es el principal
mecanismo NTSR que ha sido descrito para el herbicida glifosato (Powles & Yu,
2010). Este potente herbicida es absorbido por las plantas a través de las hojas
y se transloca en la seccién longitudinal de tallos y raices por via floematica
(Sprankle et al., 1975; Amrhein et al., 1980).

Algunos biotipos de malas hierbas resistentes a glifosato han sido descritos con
este mecanismo: Lolium rigidum, en el que el glifosato se translocé tres veces
menos (Lorraine-Colwill et al, 2002; Yu et al, 2009), o A. palmeri, en la que
ademas se demostrd que la absorcidn reducida de glifosato implicaba un nivel
de resistencia bajo (Nandula et al, 2012; Palma-Bautista et al, 2019).

Esta reduccién de la translocacion de glifosato en plantas resistentes, podria
deberse a la evolucién de un transportador que secuestra rapidamente el
glifosato dentro de la vacuola de las células de las hojas tratadas, impidiendo
que este herbicida llegue al cloroplasto (Shaner, 2009; Ge et al, 2010, 2012,
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2013). Se ha propuesto que este transportador podrian ser proteinas
transportadoras ABC (Shaner, 2009; Yuan et al,, 2010). A pesar de que se detecto
en plantas de Conyza resistentes una mayor expresion de varios genes de
transportadores ABC en comparacion con la poblacién sensible (Ge et al,, 2010;
Peng et al, 2010), todavia se desconoce la existencia de un gen especifico o
una familia de genes que medien el secuestro de glifosato dentro de estos
mecanismos NTSR (Jugulam & Shyam, 2019).

B) CAPACIDAD METABOLICA

La degradacién del glifosato por parte de los microorganismos del suelo,
principalmente bacterias, ha sido extensamente investigada, sobre todo en
cepas aisladas de Pseudomonas (Kishore & Jacob, 1987) y también en miembros
de la familia Rhizobiaceae (Mcgrath et al, 1998). En esta degradacién
enzimatica, la molécula de glifosato se transforma en &cido
aminometilfosfénico (AMPA) y glioxilato por acciéon del enzima glifosato
oxidorreductasa (GOX) capaz de romper el enlace C-N (Barrett & McBride, 2005;
Pizzul et al, 2009; Pan et al,, 2019)

A pesar de que la mayoria de las especies de plantas no pueden metabolizar
significativamente el glifosato, (Pan et al, 2019) en algunas, especialmente en
las plantas leguminosas, se ha detectado cierta capacidad de metabolizarlo
pero sin correlacién con su nivel de tolerancia al mismo (Reddy et al, 2008;
Duke, 2011; Nandula et al,, 2019). Esta metabolizacion ocurre de manera similar
a lo observado en microorganismos, donde el glifosato es metabolizado a
glioxilato y a AMPA (Reddy et al, 2008; Duke, 2011; Nandula et al, 2019),
probablemente catalizado por una actividad GOX-like vegetal o que provenga
de microorganismos por transferencia horizontal. Hasta la actualidad no se han
descrito enzimas anadlogos de GOX en plantas o genes que los codifiquen
(Duke, 2011). En el afio 2019 se describio la capacidad metabdlica en un biotipo
resistente al glifosato en Echinochloa colona (Pan et al, 2019) como
mecanismos NTSR. En dicho trabajo se identific6 una mayor expresion y
actividad del enzima AKR (aldo-ceto reductasa), debido a la regulacién positiva
de dos genes AKR, dando lugar a un metabolismo mas rapido que oxidaba el
glifosato a AMPA y a glioxilato (Pan et al, 2019; Gaines et al, 2020). Sin
embargo, no se llegd a determinar si los enzimas AKR eran enzimas GOX, ni se
identificd con profundidad el enzima y el gen de la GOX, por lo que todavia
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quedan muchos aspectos por revelar acerca de las bases moleculares (Gaines
et al,, 2020).

C) OTROS MECANISMOS

Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo de resistencia NTSR en la
especie de mala hierba, Ambrosia trifida (Van Horn et al, 2018). Este
mecanismo, denominado “fenémeno "Phoenix" (Figura 1.28), involucra una
rapida necrosis del tejido expuesto a glifosato evitando asi la translocacion de
las moléculas herbicidas a los meristemos. Posteriormente, la planta vuelve a
crecer a partir de estos meristemos no afectados y mueren los tejidos que
contienen glifosato (Duke, 2019; Gaines et al.,, 2020)

1.4.4.1.2 RESISTENCIA TARGET-SITE (TSR) A GLIFOSATO

A pesar de que los avances en la compresion de los mecanismos NTSR han
aumentado en los Ultimos afios, se conocen a un nivel mas profundo los
mecanismos TSR (Salas et al, 2012; Nandula et al., 2014; Sammons & Gaines,
2014; Wiersma et al, 2015; Malone et al, 2016; Ngo et al, 2018b). Estos
mecanismos TSR pueden clasificarse a su vez en dos tipos; mutaciones en el
sitio de accion (Baerson et al, 2002; Powles & Yu, 2010) producidas por una
alteracion de un solo par de bases o por una alteracion de multiples pares de
bases (Heap & Duke, 2018) y mecanismo TSR por amplificacion génica del sitio
de accion del herbicida (Gaines et al, 2010; Salas et al, 2012; Malone et al,,
2016). Ambos mecanismos pueden existir o coexistir dentro de la misma
poblacion y en individuos, como es el caso de Eleusine indica, se encontraron
mutaciones simples y dobles en el gen EPSPS, asi como el mecanismo TSR de
amplificacion génica (Chen et al, 2015).

A) MUTACIONES EN EL GEN EPSPS

Dada la naturaleza de inhibidor competitivo del glifosato por el sitio catalitico
de union al enzima EPSPS del PEP, existen pocas mutaciones que confieran
resistencia a este compuesto sin afectar a la actividad catalitica normal del
enzima, disminuyendo su actividad e incluso produciendo cambios en el
metabolismo de la planta que podrian resultar letales (Sammons & Gaines,
2014; Vila-Aiub et al, 2019). En concreto, estas mutaciones producen cambios
estructurales en el sitio activo de EPSPS que reducen e incluso impiden la unién
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eficiente tanto del glifosato como del PEP, y, por lo tanto, confieren resistencia
a glifosato (Figura 1.29) (Vila-Aiub et al, 2019). Estos cambios conformacionales
del enzima EPSPS se han observado con las sustituciones del aminoacido
prolina en la posicion 106, glicina en la posicion 101 y treonina en la posicion
102 (Powles & Yu, 2010). En el caso de la sustitucion Pro-106, las propiedades
fisico-quimicas del enzima cambian provocando un ligero estrechamiento de la
cavidad del sitio de union del glifosato/PEP, lo que confiere resistencia a
glifosato porque este no se puede unir, pero se conserva la funcionalidad del
enzima EPSPS (Healy-Fried et al, 2007) (Figura 1.29), sin embargo con las
sustituciones Gly-101 y Thr-102, el estrechamiento en el sitio de unién es tan
grande, que ni el glifosato ni el PEP pueden unirse, lo que implica que el enzima
EPSPS pierde su funcionalidad (Powles & Yu, 2010).

Mutadiones de Mutacione§ enla Cambios estructurales/ Impiden la unién
nuclestidos |— SeCUencia_ — conformacionales — eficiente de los
de aminoacidos en el enzima herbicidas
. . ) Enzima mutante de EPSPS . .
TTA-TGA | Sustitucién del aminodcido | | que confiere resistencia al — Impiden la unién
Prolina-106-Serina glifosato eficiente del glifosato

Figura 1.29. Un gen de resistencia es causado por una mutacién de nucleétidos en el ADN que
conduce a una sustitucion de aminoacidos en el enzima objetivo del herbicida, por ejemplo, la
sustitucion del aminoacido Pro-106-Ser. Esta sustitucion de aminoacidos conduce a su vez a un
cambio de conformacion estructural en el enzima objetivo, en este caso, se producen cambios
estructurales en el enzima EPSPS, que minimiza o impide la unién del herbicida, en el ejemplo se
impide la union eficiente del glifosato (modificado de (Gaines et al,, 2019).

Las mutaciones en el gen EPSPS que confieren resistencia al glifosato se han
descrito tanto en mono como en dicotiledéneas (Garcia et al., 2020). El primer
caso identificado que presenté este mecanismo, fue un biotipo de Eleusine
indica (Lee & Ngim, 2000) que tenia una prolina sustituida por una Ser en la
posicion 106 (Baerson et al., 2002; Powles & Yu, 2010). Esta misma mutacién ha
sido descrita en otras muchas especies, incluyendo nuevas sustituciones de
aminoacidos individuales por una treonina (Pro-106-Thr) en Eleusine indica
(Baerson et al, 2002) y en Lolium rigidum (Wakelin & Preston, 2006),
sustituciones por una alanina (Pro-106-Ala) en Lolium (Yu et al, 2007) y
sustituciones por serina (Pro-106-Ser) y leucina (Pro-106-Leu) en otras especies
(Ngo et al, 2018a). Cabe destacar la sustitucion de treonina en la posicién 102
por una serina (Thr-102-Ser) que ha sido recientemente asociada a la resistencia
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a glifosato en una poblacién de Tridax procumbens (Li et al., 2018). Todas estas
mutaciones simples en el gen EPSPS usualmente confieren bajos niveles de
resistencia a glifosato (Powles & Yu, 2010), a menos que se combinen con otros
mecanismos de resistencia, aunque en algunos casos se ha observado que estos
bajos niveles de resistencia (de 2 a 3 veces) son suficientes para que las malas
hierbas sobrevivan a la dosis de glifosato habituales (Jasieniuk et al., 2008).

También se han identificado varias mutaciones dobles que confieren altos
niveles de resistencia a glifosato en plantas (Garcia et al,, 2020). Las alteraciones
de dos pares de bases del gen EPSPS que producen dos cambios de
aminoacidos en EPSPS pueden dar como resultado un nivel mucho mas alto de
resistencia a glifosato que el proporcionado por las mutaciones simples en
Pro106 (Heap & Duke, 2018) o en Thr102 (Sammons & Gaines, 2014).
Inicialmente estas dobles mutaciones fueron utilizadas de forma artificial para
obtener cultivos transgénicos RG. Asi, por ejemplo, en variedades comerciales
transgénicas de maiz, el gen EPSPS presentaba la doble mutacién Thr-102-lle +
Pro-106-Ser (TIPS) (Spencer et al, 2000). Desafortunadamente, debido a la
presion de seleccién continua del glifosato en los biotipos resistentes por
mutaciones simples, esta doble mutacién TIPS ha evolucionado de forma
natural en poblaciones como Eleusine indica (Chen et al, 2015; Yu et al, 2015)
y Bidens pilosa (Alcantara-de la Cruz et al, 2016) confiriendo altos niveles de
resistencia a glifosato, incluso mayores que los niveles de resistencia de los
cultivos RG (Nandula et al,, 2008; Yu et al,, 2015; Heap & Duke, 2018).

Una publicacién reciente ha descrito una poblacion de Amaranthus hybridus RG
con una mutacion triple que involucra las siguientes sustituciones Thr-102-lle,
Ala-103-Val y Pro-106-Ser, que confieren un alto nivel de resistencia (Garcia et
al, 2019; Perotti et al,, 2019).

En relacion al costo en la aptitud bioldgica (o también denominado fitness cost),
algunas investigaciones sugieren que este tipo de mecanismos basados en
mutaciones, sobretodo la mutacion TIPS, podrian implicar altos niveles en el
fitness cost de las plantas (Vila-Aiub et al, 2019).

B) AMPLIFICACION GENICA DE EPSPS

En la resistencia al glifosato el mecanismo de amplificacion génica es mucho
mas frecuente que aquellos que ocurren por mutaciones (Sammons & Gaines,
2014) y proporciona un factor de resistencia significativamente mayor que una
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mutacién simple. La amplificacion o duplicacién génica de EPSPS es un proceso
heredable, que se basa en el incremento del nimero de copias génicas que
codifica el enzima EPSPS, lo que se traduce y correlaciona directamente con un
aumento en la expresion de los transcritos de EPSPS y de la cantidad y actividad
proteica EPSPS, confiriendo altos valores de resistencia a glifosato (Figura 1.30)
(Gaines et al,, 2010; Powles & Yu, 2010; Ngo et al,, 2018b).

Figura 1.30. Resistencia a glifosato resultante de la amplificacion génica. A) El individuo sensible
al glifosato tiene un nUmero de copias del gen EPSPS muy bajo (representados con puntos amarillos
en los cromosomas), y cuando actua el glifosato a una dosis normal (representado con los puntos
rojos) acaba inhibiendo todo el enzima EPSPS que hay en los cloroplastos, provocando la muerte
de la planta. B) El individuo resistente presenta en los cromosomas multiples un nimero de copias
del gen EPSPS amplificadas. Cuando se aplica el glifosato a una dosis recomendada, éste no puede
inhibir todas las EPSPS disponibles, algunas funcionan correctamente y el glifosato no puede matar
la planta (Powles, 2010).

La correlacién entre el niUmero de copias de EPSPS y la resistencia a glifosato a
nivel de toda la planta, generalmente es buena, y por consiguiente es necesario
aumentar la dosis de este herbicida para llegar a inhibir el enzima EPSPS al
completo y llegar a ser letal para la planta (Gaines et al, 2010; Heap & Duke,
2018). Un aumento de 90 veces en el nimero de copias del gen provocé un
incremento de hasta 12 veces en la cantidad de proteina EPSPS en una
poblacion de A. palmeri RG, lo que implico a su vez, un aumento de seis a ocho
veces en la dosis efectiva de glifosato, dosis que no es ni econdémica ni
ambientalmente viable (Gaines et al, 2010). Por este motivo, es importante
analizar estos mecanismos ya que el incremento en el nimero de copias del
gen objetivo del herbicida, puede ser critico para determinar si el herbicida es
viable o no (Dayan & Duke, 2020).

Los beneficios y desventajas de estos mecanismos de resistencia a glifosato en
el fitness cost de la planta varian segun la especie, y todavia quedan muchas
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dudas de si esto afecta a la supervivencia, crecimiento y fecundidad de las
plantas. Algunos autores demostraron que en poblaciones de Amaranthus
palmeri RG no existe correlacion o posible correlacion negativa entre el niUmero
de copias de EPSPS y el fitness cost en ausencia de glifosato (Giacomini et al.,
2014; Vila-Aiub et al, 2014; Heap & Duke, 2018). Otros estudios han
determinado que en el caso de que sea neutral o beneficiosa, es posible que
estas caracteristicas fenotipicas puedan persistir en las poblaciones de manera
indefinida (Yang et al, 2017), o por el contrario, si tiene un costo de aptitud
negativo, en términos de gasto de energia celular en forma de ATP, gastos de
carbono y de nitrégeno, (Vila-Aiub et al., 2019) se podria esperar que este rasgo
genético se acabe perdiendo, después de que se suspenda la exposicion al
glifosato (Neve, 2008; Vila-Aiub et al, 2009).

Este mecanismo de resistencia a glifosato se describié por primera vez en
Amaranthus palmeri, con una variacién del nimero de copias entre 30 y 50
veces mayor en poblaciones resistentes (RG) que en poblaciones sensibles (S)
(Gaines et al,, 2010). Desde este primer informe en el afio 2010, este mecanismo
TSR ha sido descrito también en otras especies de malas hierbas (Tabla 1.2).

El descubrimiento de este mecanismo, permitié el desarrollo de una RT-qPCR
que permite dilucidar los niveles de amplificacion del gen (Gaines et al,, 2010),
técnica que se ha convertido en rutinaria en los laboratorios que estudian la
resistencia a herbicidas en malas hierbas. Recientemente, el acceso a estos
recursos gendmicos, combinado con técnicas de citogenética, ha
proporcionado evidencia critica para nuestra comprensién de los mecanismos
moleculares de la duplicacion de genes (Jugulam & Gill, 2018).
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Tabla 1.2. Duplicacién del gen EPSPS reportados en especies de malas hierbas resistentes al
glifosato.

Especie de mala hierba Rango del n° copias relativas Referencia
del gen EPSPS

Amaranthus palmeri 2-160 (Gaines et al,, 2010)

Amaranthus tuberculatus 2-8 (Lorentz et al,, 2014;
Chatham et al, 2015)

Amaranthus spinosus 26-37 (Nandula et al.,, 2014)
Hordeum glaucum 9-11 (Adu-Yeboah et al, 2020)
Lolium multiflorum 15-25 (Salas et al.,, 2012)

Kochia scoparia 2,9-5,6 (Wiersma et al.,, 2015)
Eleusine indica 28 (Chen et al., 2017)
Chloris truncata 32-48 (Ngo et al, 2018b)

1.4.4.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA A INHIBIDORES DE ALS

Los herbicidas inhibidores de ALS se han utilizado ampliamente desde su
introduccion a principios de la década de 1980, debido a su efectividad en el
control de las malas hierbas (Yu & Powles, 2014). Sin embargo, la resistencia a
estos herbicidas surgié rapidamente debido a su uso generalizado y a la fuerte
presiéon de seleccion que ejercen (Tranel, Patrik J. and Wright, 2002). Las
primeras poblaciones resistentes descritas fueron: Lolium rigidum en Australia
en 1982 (Heap & Knight, 1986) y Lactuca serriola en 1987 en Estados Unidos
(Mallory-Smith et al, 1990). Los herbicidas inhibidores de ALS son los mas
propensos a seleccionar resistencias (Heap, 2021). Actualmente, las especies en
las que se han encontrado maés casos son: Amaranthus palmeri, Amaranthus
tuberculatus, Avena fatua, Kochia scoparia, Lolium perenne ssp. multiflorum y
Stellaria media (Heap, 2021).

A continuacion, se presentan los dos mecanismos TSR y NTSR, que producen
resistencia a inhibidores de ALS. La mayoria de los casos de resistencia que han
sido descritos son mecanismos de resistencia TSR debidos a mutaciones
puntuales en el gen ALS (Liu et al,, 2015b).
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1.4.4.2.1 RESISTENCIA NON-TARGET SITE (NTSR) A INHIBIDORES DE
ALS

Comparado con los numerosos estudios acerca de la resistencia TSR en malas
hierbas, los mecanismos de resistencia NTSR se han identificado y estudiado
con mucha menos frecuencia, especialmente en especies de malas hierbas
dicotileddéneas (Veldhuis et al, 2000; Liu et al, 2015a). Esto puede deberse al
hecho de que los estudios NTSR son dificiles de realizar y a menudo requieren
el uso de métodos con 'C, mientras que en los mecanismos TSR, la
secuenciacion del gen ALS es simple y directa (Yu & Powles, 2014). A pesar de
que ambos tipos de mecanismos pueden coexistir en una misma poblacién (Bai
etal,2019; Chen et al, 2020), en la mayoria de casos los estudios se han basado
en identificar la resistencia TSR ya que proporciona un mayor nivel de
resistencia y consecuentemente, se subestima la importancia de los
mecanismos NTSR, quedando enmascarados y sin llegar a examinarse, dando
por hecho que la resistencia es Unicamente TSR (Délye et al,, 2011; Yu & Powles,
2014).

En las plantas que presentan mecanismos NTSR, la cantidad de herbicida que
alcanza el enzima objetivo ALS se reduce por debajo del nivel de letalidad,
permitiendo la supervivencia de la planta (Yu & Powles, 2014). Dentro de todos
los mecanismos NTSR a inhibidores de ALS, tanto la absorcién foliar como la
translocacién diferencial del herbicida no se han identificado como un
mecanismo frecuente en poblaciones resistentes, ni se ha demostrado que
desempefie un papel claro en la resistencia (White et al, 2002; Riar et al, 2013).
Sin embargo, aquellos basados en la mejora de las tasas de degradacién
metabdlica del herbicida son los mas frecuentes en malas hierbas y han sido
descritos en Echinochloa crus-galli (Riar et al, 2012), Amaranthus tuberculatus
(Sherqill et al, 2018), Lolium rigidum (Collavo et al, 2013), Sinapis arvensis
(Veldhuis et al,, 2000), Amaranthus palmeri (Nakka et al., 2017b) y Echinochloa
phyllopogon (Fischer et al.,, 2000; lwakami et al, 2014, 2019).

Esta mayor degradacion metabdlica puede presentarse con una frecuencia
inicial relativamente alta, pero generalmente proporciona niveles de resistencia
de bajos a moderados. Este mecanismo ha sido relacionado con la actividad
citocromo P450 (Yun et al,, 2005) y se ha encontrado en varias malas hierbas,
especialmente en gramineas y en malas hierbas de hoja ancha (Jugulam &
Shyam, 2019). En un estudio reciente, diversas poblaciones de Papaver rhoeas
con resistencia multiple a inhibidores de ALS y a herbicidas de auxina sintética
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(SAH) presentaron un metabolismo mejorado comun, basado principalmente
en la P450 (Torra et al,, 2021).

Sin embargo, su control a nivel genético es complejo; existen numerosos
estudios que han dilucidado la base molecular de esta resistencia, identificando
multiples genes CYP450 que se expresan constitutivamente o se regulan
positivamente después de la aplicacion del inhibidor de ALS (lwakami et al,
2014; Liu et al, 2018b; Zhao et al, 2019). Se han encontrado varios genes
CYP450 que median la NTSR a inhibidores de ALS en Myosoton aquaticum (Liu
et al, 2018b), Lolium perenne (Duhoux et al., 2015), y Alopecurus myosuroides
(Délye et al, 2011; Gardin et al, 2015). Las investigaciones futuras deberian
profundizar en la identidad de los genes involucrados en el metabolismo
mejorado, particularmente de la P450, ayudando asi en la prediccion de
patrones de resistencia cruzada en diferentes familias quimicas de herbicidas
(Torra et al, 2021).

1.4.4.2.2 RESISTENCIA TARGET-SITE (TSR) A INHIBIDORES DE ALS
A) MUTACIONES EN EL GEN ALS

Este tipo de resistencia puede ocurrir por mutaciones puntuales del gen ALS,
que resultan en cambios de aminoéacidos en el enzima objetivo, lo que previene
o reduce la unién del herbicida (Yu & Powles, 2014). En individuos no
resistentes, el substrato se une al sitio catalitico del enzima, y la planta sigue su
desarrollo vegetativo normal, sin embargo, cuando actdan los herbicidas
inhibidores de ALS, estos no se unen directamente al sitio catalitico de este
enzima, se unen y bloquean un canal de acceso dentro del enzima por el cual
se mueven los substratos de ALS (Figura 1.30.A) (McCourt & Duggleby, 2006) y
la planta acaba muriendo al tiempo. En individuos resistentes, las mutaciones
que confieren resistencia a inhibidores de ALS, no ocurren en el sitio de unién
del sustrato, sino en dominios mas superficiales formado por varios residuos de
aminoacidos (Figura 1.30.B) (McCourt & Duggleby, 2006) consecuentemente, el
herbicida no puede unirse y el substrato de ALS si, por lo que la planta acaba
sobreviviendo (Figura 1.30.B). Por esta razén bioquimica, las mutaciones en el
enzima ALS, generalmente, tienen poco efecto sobre la actividad catalitica
normal, a diferencia de las mutaciones que ocurren en otros genes que afectan
significativamente a la funciéon bioquimica normal del enzima, como es el caso
del gen psbA (Gaines et al,, 2020), ubicado en el cloroplasto y que codifica para
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determinadas proteinas blanco de herbicidas inhibidores de la fotosintesis,
especialmente del fotosistema Il (PSIl) (Mazur & Falco, 1989).

A INDIVIDUO NO RESISTENTE

Substrato
Substrato

- El substrato no puede unirse
‘ Plantavive  Herbicida 7
* - Planta muere

Enzima

B INDIVIDUO RESISTENTE

Herbicida

El herbicida no puede
Substrato

/ unirse
[Enzima Enzima)

Figura 1.30. Resistencia a inhibidores de ALS. A) En individuos no resistentes, los herbicidas se
unen y bloguean un canal de acceso dentro del enzima por el cual se mueven los substratos de
ALS, por lo que estos no pueden unirse y la planta acaba muriendo. B) En individuos resistentes, se
producen mutaciones puntuales que alteran el sitio de acople del enzima y el herbicida no puede
unirse, el substrato se une y la planta vive (Beckie, 2009, adaptado por https://agro.basf.ca/).

Existe una gran variedad de mutaciones potenciales que pueden ocurrir en el
gen ALS, y por ende una alta frecuencia de aparicion de resistencia a estos
compuestos quimicos (Tranel, Patrik J. and Wright, 2002). La primera mutacién
descrita fue en el afio 1994 (Saari & L., 1994) en las especies Kochia scoparia y
Lactuca serriola; el residuo de aminoacido P197 podia sustituirse con Thr e His,
respectivamente para cada especie (Guttieri et al, 1992; Broster & Pratley,
2006). Desde esa fecha, se han identificado un sorprendente nimero de
mutaciones que otorgan resistencia a esta familia quimica de herbicidas,
actualmente hay 29 sustituciones de aminoacidos en 8 sitios del gen ALS; A122
(Ala), P197 (Pro), A205 (Ala), A376 (Asp), W574 (Trp), S653 (Ser), A377 (Arg) y
G654 (Gly) (Tabla 1.3) (Heap, 2021). Los nimeros corresponden a posiciones
aminoacidicas de la secuencia de referencia de A. thaliana L. (Larran, 2018). De
entre todas ellas, las mutaciones en P197 y W574 son las més frecuentes. En el
caso de la P197, hasta 11 sustituciones de aminoacidos en este residuo pueden
dotar de resistencia a herbicidas inhibidores de ALS (Powles & Yu, 2010), en
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concreto, la sustitucién Pro-197-Ser, es una mutacién particularmente comun
si se compara con las otras posibles sustituciones de resistencia en P197 (se ha
encontrado en poblaciones de 21 especies de malas hierbas), y se ha
comprobado que confiere resistencia a los herbicidas inhibidores de ALS, sin
ningln impacto en la funcionalidad del enzima (Powles & Yu, 2010). Algunas
de las mutaciones del gen ALS confieren un nivel de resistencia muy alto, y el
espectro de resistencia a través de las familias quimicas varia segun la mutacién
(Gaines et al, 2020). Se han observado patrones de resistencia cruzada entre
diferentes clases de inhibidores de ALS, dependiendo de la posicidon de la
mutacién y el aminoacido reemplazado (Shaner, 1999) y que son transversales
a poblaciones en distintas especies de malas hierbas. Algunos de estos
patrones que son: la mutacién W574 confiere resistencia a SU e IMI, las
mutaciones A122 o0 S653 confieren resistencia a IMI pero no a SU o con un nivel
muy bajo (Patzoldt et al, 2001) y la mutacion P197 confiere resistencia a SU
pero su resistencia cruzada es baja o nula a IMI (Guttieri et al,, 1992; Gaines et
al, 2020).

Es necesario seguir investigando a nivel molecular y estructural, el dominio de
union al herbicida, el sitio catalitico del enzima y el efecto que tienen las
mutaciones, para avanzar en el conocimiento de la evolucién de muchas
mutaciones que confieren la resistencia a inhibidores de ALS.
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Tabla 1.3. Mutaciones puntuales descritas en ocho posiciones del gen ALS, que confieren
resistencia a distintas familias de inhibidores de ALS y algunos ejemplos de especies de malas
hierbas en las que se han detectado dichas mutaciones. El nUmero de los aminoacidos esta
estandarizado en funcion de la secuencia de A. thaliana L.

.. N° especies de malas
Posicion en el gen ALS .
hierbas

91 (Kochia scoparia,
Amaranthus palmeri, Papaver
rhoeas, Lolium rigidum, Conyza
canadensis, Senecio vulgaris...).

P197

41 (A palmeri, A. retroflexus, A.
powellii, A. hybridus, A.
W574 tuberculatus, Kochia scoparia,
Ambrosia trifida, Papaver
rhoeas, Lolium rigidum...)

13 (A hybridus, A. powellii, A.
retroflexus, Lolium perenne,

A376 Kochia scoparia, Sinapis

arvensis...)

14 (A. tuberculatus, A. hybridus,
S653 A. palmeri, A. retroflexus, Setaria
viridis, Avenua fatua...)

12 (A. palmeri, A. retroflexus, A.
powellii, A. hybridus,
Echinochloa crus-galli var. crus-
galli...)

A122

6 (Xanthium strumarium, A.
A205 retroflexus, Conyza canadensis,
Poa annua...)

2 (Oryza sativa var. Sylvatica
G654
Setaria viridis)

A377 1 Apera spica-venti
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B) AMPLIFICACION GENICA DE ALS

El nimero de copias de genes que codifican los objetivos de los herbicidas
también tiene un efecto sobre la evolucidn de la resistencia al herbicida. Sin
embargo, el incremento en el nimero de copias del gen ALS como mecanismo
de resistencia es raro de encontrar en las distintas especies de plantas (Singh et
al, 2018)

Anteriormente se utilizaba el gen ALS como gen de referencia o gen de control
para los analisis RT-qPCR, ya que se pensaba que el nimero de copias de ALS
era estable entre los individuos (lwakami et al, 2017). Estudios realizados en
una poblaciéon S y en otra RM en Amaranthus hybridus, no se observaron
cambios significativos en el nUmero de copias del gen ALS relativo al gen actina
(Garcia et al., 2020). Sin embargo, en otros estudios realizados con la especie
de mala hierba Alopecurus aequalis se observd que el nUmero de copias de ALS
era inestable, los individuos mostraron entre 2 y 4 copias de ALS relativas a un
segundo gen de control interno (gen de la cinnamoil-CoA reductasa) (Salas et
al,, 2012, 2015; lwakami et al, 2017). En la mayoria de casos, estos incrementos
en el nimero de copias del gen ALS son tan pequefios como para contribuir al
nivel de resistencia (Singh et al, 2018). En estudios iniciales con células
cultivadas, también se comprobd que la amplificacién en el gen ALS, contribuia
a la resistencia pero a niveles inferiores a los observados en la resistencia
causada por mutaciones (Odell et al., 1990).
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1.5 AMARANTHUS PALMERI

Amaranthus palmeri S. Watson (Imagen 1.2 y 1.3) es una especie C4, anual,
diploide, nativa del extremo sur-occidental de América del Norte, desde el sur
de California hasta Texas y norte de México (Sauer, 1957; Recasens et al., 2011).
Pertenece a la familia Amaranthaceae, que contiene aproximadamente 75
especies del género Amaranthus distribuidas por todo el mundo (Ward et al.,
2013).

Imagen 1.2. Poblacién de Amaranthus palmeri en Lleida.

Se la considera una mala hierba muy problematica para los cultivos y dificil de
controlar eficazmente debido a sus caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas y
ecoldgicas. Es una especie de rapido crecimiento, puede llegar a alcanzar una
altura de 2 m y ocasionalmente llegar hasta los 3 m (Imagen 1.2) (Ward et al,
2013). Debido a su naturaleza dioica, es una especie de obligado cruzamiento,
permitiendo el intercambio genético entre las plantas a través de la polinizacién
por el viento. Las inflorescencias femeninas poseen bracteas espinosas al tacto
(Figura 1.3.A), y las masculinas son suaves y desprenden grandes cantidades de
polen al moverse (Imagen 1.3.By 1.3.C). La fecundidad de esta planta es elevada
y cada hembra puede producir de 200.000 a 600.000 semillas en condiciones
ideales de crecimiento y sin competencia (Keeley et al., 1987). Estas semillas son
de color marrén-rojizo y tienen un tamafio de aproximadamente 1-1,2 mm de
didmetro pudiendo sobrevivir periodos prolongados incluso enterradas
profundamente (Sosnoskie et al,, 2013).
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Imagen 1.3. A) Inflorescencia femenina en desarrollo de A. palmeri. B) Inflorescencia masculina. C)
Polen sobre las hojas de un individuo macho de A. palmeri

Amaranthus palmeri presenta un sistema radicular de gran longitud que
favorece la tolerancia frente a las condiciones de sequia y frente a las escasas e
impredecibles precipitaciones, ademas de ser resistente a las altas
temperaturas, siendo el rango éptimo para la germinacion de sus semillas, entre
los 25 - 35 °C (Guo & Al-Khatib, 2003). La interferencia de esta especie en
cultivos de soja, algoddn, maiz y sorgo reduce su biomasa y provoca numerosas
pérdidas de rendimiento de entre el 60 y el 91 % (Massinga et al., 2001; Bensch
et al, 2003; Burke et al,, 2007; Klingaman & Oliver, 2018).
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Se espera que, en un contexto de cambio climatico, en el que la frecuencia de
eventos climaticos extremos y la temperatura global incremente, sus
caracteristicas biologicas deriven en una ventaja competitiva de esta especie
haciéndola méas dafiina para los cultivos (Figura 1.32) (McDonald et al, 2009;
Ziska et al, 2011; Davis et al, 2015; Kistner & Hatfield, 2018).

Modeled Ecoclimatic Index

Unsuitable IIII. Optimal

Figura 1.32. Mapa con un modelo de idoneidad climatica global para la especie Amaranthus
palmeri, basado en proyecciones climaticas futuras en el afio 2050 (Kistner & Hatfield, 2018).

Se espera que la amenaza de especies invasoras de plantas llegue a paises en
los que anteriormente estaban ausentes y aumente con la globalizacion y la
conexion a través del comercio mundial (Torra et al, 2020). En el caso de A.
palmeri, esta mala hierba comenzé a expandirse mas alla de su area nativa por
causa antropica, con la manipulacién de semillas y productos vegetales
comerciales (Recasens et al,, 2011), y con la creacidn de nuevos habitats a través
de la expansioén agricola (Ward et al., 2013). Por esta razon y unido a todas estas
caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas propias de la especie, actualmente A.
palmeri esta presente en gran parte de América del Norte, y ha invadido Brasil
y Argentina en América del sur, y en el caso de Europa, esta presente en el sur
y centro, y en territorios costeros e insulares mediterraneos como Chipre, Israel
y Portugal (Madeira) (Torra et al, 2020). En el afio 2014, la Unidn Europea la
incluyo en la lista de alerta de plantas invasoras, teniendo en cuenta el impacto
econdmico potencial que puede llegar a causar en los sistemas agricolas (EPPO,
2021).
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En Espafia, existen registros efimeros de la presencia de esta especie por
identificacion de ejemplares de herbario en 1927 y un individuo en Sevilla en
1979, segun resume (Carretero, 1990) y no la incluye en la Flora Ibérica. En el
afo 2007, se observaron individuos en los margenes de caminos y cunetas de
carreteras en un par de localizaciones de la provincia de Lleida (Verloove &
Sanchez Gullén, 2008; Recasens et al, 2011). En el afio 2010, se observd y
registré una poblacién en Binéfar (Huesca), a tan solo 50 km de las anteriores
(Torra et al, 2020). A dia de hoy, estas tres poblaciones estan presentes en
varios campos de maiz, donde han encontrado un ambiente compatible con
sus requisitos para desarrollarse y naturalizarse. En 2018, se estimd que unas 70
hectareas de maiz estaban afectadas, y en 2019 mas de 200 ha (Recasens, 2020).
Si no se implementan las medidas legislativas adecuadas para prevenir,
contener y erradicar, o si no se evalla el riesgo de esta especie, es muy probable
que estas poblaciones se acaben extendiendo e incluso sean capaces de
desarrollar resistencia a diferentes sitios de accién herbicida, poniendo en
peligro la sostenibilidad de los cultivos y de los ecosistemas naturales (Torra et
al, 2020).

1.5.1 RESISTENCIA A HERBICIDAS EN A. PALMERI

A. palmeri es considerada como una de las especies mas agresivas para los
cultivos a nivel mundial, habiéndose confirmado la presencia de poblaciones
con resistencia a distintos mecanismos de accion herbicida diferentes,
pertenecientes a los grupos 2, 3,4, 5,9, 14, 15y 27 (Tabla 1.1) (Heap, 2021). En
el afio 1989 se detectd el primer caso de resistencia a herbicidas en esta especie:
resistencia a un herbicida del grupo 3 (Inhibidores de la unién de microtubulos
en la mitosis) en Estados Unidos. El primer caso registrado de resistencia a
inhibidores de ALS, fue en 1993 (Horak & Peterson, 1995) y para entonces, A.
palmeri ya empezaba a considerarse como una de las malas hierbas mas
problematicas en el sur de Estados Unidos (Webster & Coble, 1997) pero fue
en 2004 cuando el problema empeord, ya que se describio el primer caso de
resistencia de esta mala hierba al glifosato, en Georgia (EE.UU.) (Culpepper et
al, 2006).

Actualmente se han documentado por todo el mundo, hasta 27 poblaciones de
A. palmeri que presentan resistencia a inhibidores de ALS y 45 poblaciones
resistentes a glifosato (Heap, 2021). Los principales paises donde se han
encontrado son Estados Unidos, Brasil, Argentina y México, incluyendo
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poblaciones con resistencias multiples a ambos tipos de herbicidas. Ademas, se
encontraron poblaciones resistentes a inhibidores de ALS en Israel, en 2008, en
el norte de ltalia se identificaron 3 poblaciones resistentes a inhibidores de ALS
en 2018 y 2019 (Milani et al, 2021) y en Espafia, 3 poblaciones resistentes a
inhibidores de ALS (Torra et al,, 2020).

1.5.1.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE A. PALMERI A GLIFOSATO E
INHIBIDORES DE ALS

A) MECANISMOS DE RESISTENCIA A GLIFOSATO

El mecanismo de resistencia a glifosato mas comin en A. palmeri, es un
mecanismo TSR basado en la sobreexpresion de la diana por amplificacion del
gen EPSPS (Gaines et al., 2010; Chandi et al,, 2012; Ribeiro et al, 2014; Patterson
et al, 2018). Este mecanismo de resistencia a glifosato no se debe a
duplicaciones del genoma completo, sino a un aumento del nimero de copias
del gen EPSPS y a su vez, esta correlacionado positivamente con un aumento
en la expresién de este enzima EPSPS, un incremento en la expresion de la
transcripcion de EPSPS y un aumento en el nivel de proteina de EPSPS (Gaines
et al, 2010).

El grado de amplificacion génica es muy variable en las poblaciones resistentes
entre 5 y hasta mas de 160 copias comparado con una poblacién sensible
(Gaines et al, 2010). La primera poblacién de A. palmeri descrita cémo
resistente al glifosato presenté el gen EPSPS amplificado méas de 100 veces, lo
que resultaba en una sobreexpresién de aproximadamente 40 veces (Gaines et
al, 2010). Otra poblacién de esta especie, presentd 47.5 veces mas copias del
gen EPSPS que la poblacién sensible al glifosato (Fernandez-Escalada et al.,
2016).

Los primeros estudios indicaban que el amplicon de EPSP contenia al menos
30kb de longitud y también contenia elementos transponibles repetidos
(MITEs), y se propuso que estos amplicones estaban dispersos por todos los
cromosomas en las poblaciones resistentes (Gaines et al, 2010, 2013).
Posteriormente se propuso que la longitud del amplicén era de 297kb y se le
denominé “cassete EPSPS” (Molin et al, 2017). En 2018, se encontré que los
amplicones eran parte de moléculas de ADN circular extracromosémico de
replicacion autdbnoma (ADNecc) (Koo et al, 2018).
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Este ADNecc se hereda de forma biparental en la meiosis, pero no en
proporciones iguales entre los gametos, y, ademas, al estar unido a los
cromosomas por una proteina estructural, permite la transmision de una célula
a otra durante la mitosis y la meiosis (Gaines et al,, 2020). Como resultado de la
inestabilidad de este ADNecc, en la herencia se puede mostrar una segregacién
transgresiva del numero de copias de EPSPS (Gaines et al., 2020) dando lugar a
la formacion de fenotipos mas extremos a los definidos por sus parentales.

En cuanto al mecanismo TSR de mutacién del gen de EPSPS, los casos
identificados en A. palmeri son muy escasos (Sammons & Gaines, 2014). En el
ano 2017 se detectd por primera vez la sustitucién en la posicion Pro-106 en la
secuencia de este gen en A. palmeri (Dominguez-Valenzuela et al, 2017), a
pesar de que las mutaciones puntuales P106S, T1021 o A103V ya habian sido
detectadas en otras especies del género Amaranthus (Heap, 2021).

Los mecanismos NTSR a glifosato en A. palmeri son muy poco frecuentes, y en
ningun caso se incluye la degradacion del herbicida. En un estudio con 7
poblaciones resistentes de México se encontré que 4 de ellas presentaban
mecanismo NTSR con menor absorcién y translocacion del glifosato, y las otras
3 restantes, presentaban tanto mecanismos TSR de mutacién a nivel Pro-106
como el mismo mecanismo NTSR (Dominguez-Valenzuela et al,, 2017). También
en una poblacién de Argentina, se encontré una baja absorcién y una
importante alteracion de la translocacion del glifosato como principales
mecanismos de resistencia (Palma-Bautista et al,, 2019).

B) MECANISMOS DE RESISTENCIA A INHIBIDORES DE ALS

La resistencia a inhibidores de ALS en A. palmeri estd muy extendida,
principalmente por EE.UU., y abundantemente descrita (Kohrt et al,, 2017; Heap,
2021). En la mayoria de casos, el mecanismo primario de resistencia es TSR
debido a mutaciones puntuales en el gen ALS. Hasta el momento, se han
registrado en esta especie las siguientes sustituciones: A122T, P197S/A, W574L,
S653A, A205V, A282D y D376E (Molin et al, 2016; Kiipper et al., 2017; Nakka et
al, 2017b; Singh et al, 2018; Palmieri, 2019) que pueden conferir resistencia a
imidazolinonas, sulfonilureas, sulfonanilidas y acidos pirimidinil benzoatos
(Heap, 2021).
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Otro mecanismo de resistencia TSR a inhibidores de ALS, podria ser la
amplificacion del gen ALS. Aunque A. palmeri ha sido descrita como una especie
diploide con una unica copia del gen ALS (Ferguson et al, 2001), debido a la
presién de seleccién que ejercen estos herbicidas y la alogamia obligada,
también podrian aislarse genotipos con sobreexpresion del gen ALS, dando
lugar a individuos con fenotipos resistentes (Singh et al., 2018). En Mississippi
(EE.UU.), se han identificado individuos de una poblacién de A. palmeri que
presentaron entre 4 y 7 copias del gen (Singh et al,, 2018).

En relacion a los mecanismos NTSR, para esta especie solo se ha descrito de un
tipo: la degradacién metabdlica del herbicida (Nakka et al, 2017b) mediada por
el citocromo P450. En un estudio de resistencia NTSR al trifloxysulfuron, se
encontré implicacion tanto del citocromo P450 como de los enzimas glutation
S-transferasas, tanto a nivel de expresiébn génica como de respuesta a
inhibidores de estas actividades (Salas-Perez, 2018). Nakka et al, 2017b
demostraron por primera vez en una poblacion de A. palmeri la presencia de
mecanismos de resistencia TSR y NTSR a inhibidores de ALS.

1.5.1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA MULTIPLE (RM) EN A. PALMERI

En los Ultimos afios, la presencia de especies de Amaranthus se ha vuelto mas
preocupante debido a la evolucién de biotipos con RM a herbicidas (Heap,
2021). Se han descrito poblaciones de A. palmeri resistentes a mas de dos
mecanismos de accion herbicida diferentes, principalmente aquellas que son
resistentes al glifosato y a otro herbicida con un sitio de accion distinto,
incrementando asi la problematica en el control de esta especie (Kipper et al,
2017). Dos de las primeras descripciones de RM a glifosato y a un inhibidor de
ALS (piritiobac) fueron en 2008, en cultivos de algodén en Georgia y Mississippi
(EE.UU.) (Tabla 1.4) (Heap 2021), aunque esta RM ya habia sido observada
previamente en el género Amaranthus (Sosnoskie et al, 2011). También se han
registrado resistencias multiples en Brasil (Sosnoskie et al, 2011) e incluso se
han descrito poblaciones con resistencia multiple a hasta 5 sitios de accién
herbicida diferentes (Tabla 1.4) (Heap, 2021).

Los mecanismos de resistencia multiple a glifosato e inhibidores de ALS mas
frecuentes en A. palmeri, son respectivamente, aumento de nimero de copias
del gen EPSPS y mutaciones en el sitio objetivo en el gen ALS. Ambos
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mecanismos confieren altos niveles de resistencia a estos herbicidas (Kiipper et
al, 2017).

La resistencia multiple en A. palmeri, se ve favorecida por su exitosa adaptacion,
competitividad, potencial de dispersién rapiday por el intercambio de genes al
que se ven sometidas estas especies dioicas, incrementandose la variabilidad
genética. Pero a medida que se va haciendo mas comun la RM, la capacidad de
controlarla de manera sostenible, se ve amenazada (Sosnoskie et al., 2011). Es
por eso, que deben adoptarse practicas de manejo integradas, utilizando
herbicidas con distintos mecanismos de accién y métodos de control
alternativos no quimicos, como la rotacion de cultivos, labranza o los
acolchados y cultivos de cobertura (Kohrt et al, 2017). Se trata de asegurarse
de que las plantas de A. palmeri no alcancen la madurez reproductiva en los
campos de cultivo y asi evitardn la propagacién local y a larga distancia
mediante semillas y polen, de estos rasgos de resistencia (Sosnoskie et al,
2011).
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Tabla 1.4. Casos de resistencia multiple en poblaciones de Amaranthus palmeri (modificado de
Heap, 2021).

ORIGEN ANO RESISTENCIA MULTIPLE (RM)
1 EE.UU. (Mississippi) | 2008 Inhibidores de ALS y EPSPS
2 EE.UU. (Georgia) 2008 Inhibidores de ALS y EPSPS
3 EE.UU. (Tennessee) | 2009 Inhibidores de ALS y EPSPS

Inhibidores de ALS, fotosistema Il y

4 EE.UU. (Kansas) | 2009 HPPD

5 EEUU. (.SOUth 2010 Inhibidores de ALS y EPSPS
Carolina)

6 EE.UU. (Georgia) 2010 Inhibidores de ALS, fotosistema Il y

PPO

7 EE.UU. (Arkansas) 2011 Inhibidores de ALS y PPO

8 EE.UU. (Arizona) 2012 Inhibidores de ALS y EPSPS

9 EE.UU. (lllinois) 2013 Inhibidores de ALS y EPSPS

10 EE.UU. (Florida) 2013 Inhibidores de ALS y EPSPS

11 EE.UU. (Delaware) 2014 Inhibidores de ALS y EPSPS

12 EE.UU. (Maryland) 2014 Inhibidores de ALS y EPSPS

13 EE.UU. (Nebraska) 2014 | Inhibidores de fotosistema Il y HPPD.
14 | EE.UU. (Wisconsin) | 2014 Inhibidores de ALS y HPPD

15 | EE.UU. (Tennessee) | 2015 Inhibidores de PPO y EPSPS

Inhibidores del fotosistema Il, de ALS,
EPSPS, HPPD, auxinas sintéticas,
Inhibidores del fotosistema Il y de

16 EE.UU. (Kansas) 2015

17 | EE.UU. (Nebraska) | 2016

EPSPS
18 EE.UU. (lllinois) 2016 Inhibidores de PPO y EPSPS
Inhibidores de ALS, PPO, EPSPS,
191 EEuU. (Arkansas) | 2016 | Micro t“b‘é':;eﬁﬁﬁ'rgz acidos de
20 Brasil 2016 Inhibidores de ALS y EPSPS
21 | EE.UU. (Connecticut) | 2019 Inhibidores de ALS y EPSPS
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La enorme presion de seleccion que se ejerce sobre las poblaciones de malas
hierbas con el uso continuado y abusivo de herbicidas con el mismo mecanismo
de accion, ha llevado a un rapido aumento global de las poblaciones con
resistencia simple y resistencia multiple. Este trabajo se plantea en el marco de
la necesidad de profundizar en el conocimiento de la fisiologia de las plantas
resistentes a herbicidas, lo que requiere, no solo identificar y dilucidar las bases
moleculares de las resistencias, sino también abordar el plano fisioldgico,
analizando la respuesta a nivel de metabolismo a la aplicacion de estos
herbicidas. La utilizacion de plantas que ya han desarrollado resistencia multiple
a estos herbicidas es una buena herramienta para desarrollar métodos para su
deteccion, aportar claves para su manejo y prevenir su aparicion. Ademas, el
establecimiento de la accidn herbicida en plantas resistentes permite
comprender como y por qué son letales estos herbicidas (conocimiento del
modo de accion herbicida), ayudando a que su utilizacion sea mas racional y
sostenible.

Desde el uso masivo de glifosato en cultivos OMG, el niUmero de poblaciones
de malas hierbas de distintas especies con resistencia a este herbicida se ha ido
elevando exponencialmente por todo el mundo. Por otro lado, el grupo de
herbicidas para el que se han desarrollado mas resistencias y mas rapidamente
entre las malas hierbas, es el grupo de los inhibidores de ALS. La especie objeto
de este estudio, Amaranthus palmeri, una mala hierba nativa de Norteamérica,
muy problemética para los cultivos, principalmente por su alta variabilidad
genética, y donde se han detectado poblaciones que han desarrollado
resistencia a glifosato y a inhibidores de ALS, simples y multiples. Se trabajara
con varias poblaciones, incluyendo una con resistencia multiple al herbicida
glifosato y a herbicidas inhibidores de ALS, debido a mecanismos relacionados
con la diana (TSR).

Asi, el objetivo general de este trabajo es profundizar en la fisiologia de
una poblacion de la mala hierba Amaranthus palmeri con resistencia
multiple a los herbicidas glifosato e inhibidores de ALS y en los efectos
fisiologicos de estos herbicidas. Para ello, se han caracterizado a nivel
molecular los mecanismos de resistencia y se ha estudiado la respuesta
fisiologica a diferentes niveles tras el tratamiento con glifosato, piritiobac o la
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mezcla de ambos. Este objetivo general se aborda de manera secuencial a
través de dos objetivos especificos:

1. Caracterizar los mecanismos de resistencia multiple a glifosato e
inhibidores de ALS y en valorar el nivel de resistencia de los individuos de
una poblacién RM. Para ello:

- Se han analizado las bases moleculares y bioquimicas de la resistencia a
glifosato evaluando los niveles de sobreexpresion génica de EPSPS vy
cantidad de siquimato.

- Se ha caracterizado la resistencia a piritiobac, para determinar si el
mecanismo de resistencia era TSR por mutaciones puntuales en el gen ALS
mediante estudios de secuenciacidn, genotipado y actividad ALS in vitro.

2. Estudiar la respuesta fisiolégica de la poblacién RM tras la aplicacion
individual de glifosato y piritiobac, o la mezcla de ambos herbicidas, a
nivel de metabolismo del carbono y nitrégeno, y de los principales
indicadores relacionados con la accidn de estos herbicidas. Se ha utilizado,
ademas, una poblacién con resistencia simple a glifosato. Para ello:

- Se han analizado los efectos en las rutas especificamente inhibidas por
estos herbicidas, a nivel de expresién de los genes y contenido de enzimas
y actividades enzimaticas. Con ello se ha abordado también la existencia de
una posible regulacién cruzada transcripcional entre ambas rutas.

- Se ha estudiado el efecto de los herbicidas en el metabolismo del carbono
(contenido de azlcares), metabolismo del nitrégeno (aminoacidos libres) y
se ha valorado la implicacion de la protedlisis (actividades proteoliticas
VPEs, PLCPS, y SHs mediante la técnica ABPP) en la respuesta de las plantas
a los herbicidas.

- Se han analizado los efectos en el contenido de glutation y en la actividad
del enzima glutation S-transferasa (GST), ya que han sido pocos los
estudios que han abordado y caracterizado esta sistema de la
detoxificacion de los herbicidas en malas hierbas resistentes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para desarrollar los experimentos, se utilizaron semillas de Amaranthus palmeri
originarias de Carolina del Norte (CN, EE.UU.) y de Arizona (AR, EE.UU.). Todas
las semillas fueron amablemente suministradas por el Dr. Todd Gaines
(Colorado State University, Fort Collins, Colorado, EE.UU.) y se corresponden
con tres poblaciones que se describen a continuacion.

3.1.1 POBLACION SENSIBLE

La poblacién sensible (S) al glifosato y a inhibidores de ALS es originaria de CN.
Esta poblacion ha sido utilizada para comparar los resultados con las otras dos
poblaciones RM y RG, confirmar la resistencia a ambos herbicidas en la
poblacion RM, y continuar profundizando en el estudio de la respuesta
fisioldgica a la aplicacion herbicida. Se trata de una poblacion representativa de
la especie que ya ha sido caracterizada fisiologicamente en trabajos previos del
grupo de investigacion (Fernandez-Escalada et al, 2016, 2017, 2019; Zulet-
Gonzalez et al.,, 2020).

3.1.2 POBLACION RESISTENTE AL GLIFOSATO (RG)

Las semillas de A. palmeri de la poblacion resistente al glifosato (RG) proceden
también de CN, y son resistentes por amplificacion génica de EPSPS. La
poblacion fue caracterizada con anterioridad (Chandi et al, 2012), se detectd
que presentaba 47,5 copias mas del gen EPSPS respecto al nUmero de copias
de la poblacion S (Fernandez-Escalada et al,, 2016), y se han descrito diversos
aspectos fisioldgicos de la misma (Fernandez-Escalada et al,, 2017, 2019).

3.1.3 POBLACION RESISTENTE MULTIPLE (RM)

La poblacién RM, correspondiente al biotipo resistente mdultiple al glifosato y a
inhibidores de ALS es originaria de Arizona. Para disminuir la variabilidad y
conseguir homogeneidad en la caracterizacion de la resistencia multiple y en
los resultados correspondientes a los efectos fisioldgicos después de los
tratamientos herbicidas, todas las semillas utilizadas en este estudio provienen
de un mismo individuo hembra. De un grupo numeroso de plantas obtenidas
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del lote de semillas facilitado, primero se trataron con glifosato (DR: 0,84 Kg/ha)
y se comprobd la resistencia midiendo la acumulacion de siquimato como
indicador de la actividad EPSPS in vivo en discos de hoja (Fernandez-Escalada
et al, 2016). Los individuos que presentaron mayor resistencia a glifosato
(menor contenido en siquimato con altas concentraciones de glifosato), se
trataron posteriormente con piritiobac (DR: 89 g ai/ha). De los supervivientes,
se eligid una hembra muy prolifica (Imagen 3.1), que dias después del
tratamiento herbicida, presenté visualmente un buen estado en su desarrollo
vegetal. Esta hembra se polinizé manualmente con individuos machos también
resistentes a glifosato y supervivientes al tratamiento con piritiobac. Es decir,
las hembras fueron polinizadas con machos resistentes a ambos herbicidas,
pero no se pudo identificar el origen del polen a nivel de individuo. Los
progenitores no fueron caracterizados a nivel de copias génicas de EPSPS ni de
mutaciones en el gen ALS.

Imagen 3.1. Individuo hembra seleccionado para la obtencién de semillas y seleccién del biotipo
final RM.
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3.2 CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS Y TRATAMIENTOS

3.2.1 GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas se esterilizaron en superficie segun el método de Labhilili et al,
(1995). Para ello, se sumergieron en una mezcla de 1 % (p/v) de hipoclorito de
sodio y 0,01 % (p/v) de dodecilsulfato sédico (SDS) durante 40 minutos. Tras
ser aclaradas con numerosos lavados de agua desionizada para eliminar restos
de la solucién anterior, se mantuvieron otros 10 min en una disolucion 0,01 N
de HCl|, tras lo cual se aclararon de nuevo.

Posteriormente fueron colocadas, una a una, en unas pequefas piezas de
plastico rellenas de 0,65 % (p/v) agar al denominadas Seedholders (Araponics
SA, Bélgica) (Figura 3.1.A), y éstas en contenedores de plastico con las tapas
adaptadas, rellenos de agua desionizada y envueltos con film de plastico para
mantener la humedad (Figura 3.1.B).

A

Figura 3.1. A) Seedholder utilizado para colocar las semillas. B) Plantulas de A. palmeri germinando
en Seedholders rellenos de agar y sumergidos parcialmente en agua desionizada.

Para su germinacidn se colocaron en una camara frigorifica a 4 °C en oscuridad
durante 7 dias. Tras ello, se incubaron durante 48 h en un ciclo de luz/oscuridad
de 16 h/8 h, a una temperatura de 28/18 °C (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Condiciones de germinacion de A. palmeri.

Periodo de Temperatura (°C) Fotoperiodo (h)
tiempo (dias) (Dia/noche) (dia/noche)
Pre-germinacion 7 4 oscuridad
Germinacion 2 28/18 16/8

105



MATERIALES Y METODOS

3.2.2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Una vez germinadas las plantulas, se retird el film de plastico que envolvia los
contenedores y se colocaron dentro de la cdmara de crecimiento, (Figura 3.2)
con el fin de mantener una temperatura préxima a 30 °C y amortiguar el estrés
que sufren las plantulas al cambiar de condiciones. Transcurrida una semana
aproximadamente, las plantulas estabilizadas fueron trasplantadas (junto con
los seedholders) a contenedores con una menor densidad (7
plantas/contenedor) y una capacidad de 2,7 L, donde crecieron en un cultivo
hidropdnico puro con aireacién forzada (Figura 3.2.A). Diez dias después, los
tanques hidropodnicos de 2,7 L fueron reemplazados por tanques de 4,7 L
(Figura 3.2.B).

El crecimiento de las plantas se produjo en una camara bajo las siguientes
condiciones controladas:

e Fotoperiodo: 18 h luz/ 6 h oscuridad

e Temperatura: 22 °C dia / 18 °C noche

e Humedad relativa: 60 % dia / 70 % noche

e Radiacién fotosintéticamente activa (PAR): 500 pmol s™' m™

Figura 3.2. A) Cultivo hidropénico puro de A. palmeri en contenedores de 2,7 L con aireacién
forzada en la cdmara de crecimiento. B) Cultivo hidropdnico puro de A. palmeri en contenedores
de 4,7 L. con aireacién forzada. Estado de las plantas justo antes de la aplicacion de los tratamientos.

El mismo dia que los tanques hidropénicos de 2,7 L fueron reemplazados por
tanques de 4,7 L, el agua de los contenedores se cambid por solucion nutritiva,
y a partir de ese momento, fue reemplazada por solucion nutritiva fresca cada
semana. La solucién nutritiva empleada fue la establecida por Hoagland &
Arnon (1950) enriquecida con una concentracion 15 mM de KNOs. La
composicion final de la solucion nutritiva fue la siguiente: 3 mM Ca (NO3)24H:0;
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2 mM MgSO47H0; 1,6 mM KH:POs, 0,1 mM NazFe EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético); 43,3 pM H3BOs, 9,1 pM MnCl24H20, 0,3 pM
CuS0O45H20, 0,8 pM ZnSO47H20, 0,1 uM Na:Mo042H20 y 15 mM KNO:s.

3.2.3 APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS CON HERBICIDAS

Todos los tratamientos con herbicidas fueron aplicados cuando las plantulas de
las tres poblaciones (S, RG y RM) contaban con aproximadamente 21 dias desde
su colocacién en la camara de crecimiento, y eran homogéneas en tamafio y
altura. Se aplicaron dos herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos
(IBA): glifosato y piritiobac.

El glifosato es un herbicida inhibidor de la biosintesis de aminoéacidos
aromaticos (IBAA) perteneciente a la familia quimica de las glicinas (familia G,
clasificacién HEAP, Tabla 1.1). El producto comercial utilizado se presenta en
forma liquida como sal de isopropilamina (férmula comercial, 360 g a.e. L™
FORTIN Green, KEY, Lleida, Espafia). La dosis aplicada de glifosato, fue la dosis
recomendada (DR) para el control de A. palmeri en campo, 0,84 kg/ha (Tabla
3.2) (Culpepper et al., 2006).

El herbicida piritiobac es un inhibidor de la biosintesis de aminoacidos
ramificados (IBAR) perteneciente a la familia quimica de los pirimidinil
benzoatos (Tabla 1.1). El producto quimico utilizado fue piritiobac puro (Dr.
Ehrenstorfer LGC, Augsburg, Alemania). La dosis aplicada de piritiobac fue la
recomendada para el control de A. palmeri en campo, DR 89 g ai/ha (Tabla 3.2)
(Wise et al., 2009).

Para mejorar la solubilidad del producto técnico piritiobac, se aplicé junto a la
solucién herbicida, 0,25 % (p/v) del adyuvante Biopower, formado por 6xido de
alquil fenol etileno (férmula comercial, Agral, 20 % (p/v), Syngenta, Madrid,
Espafa) y 60 % de acido parafinico, 24 % de oleato de Polioxietilensorbitano y
12 % de alcohol tridecilico etoxilado (férmula comercial, Canplus, Bayer
CropScience, Madrid, Espafia). Este adyuvante fue elegido por no provocar
fitotoxicidad y mejorar la humectabilidad tal y como se habia observado en
estudios anteriores del grupo (Zulet, 2013).

Las plantas de las tres poblaciones de A. palmeri, también fueron tratadas
conjuntamente con ambos herbicidas. Primero se aplic6 el glifosato, y unos
minutos después, una vez que las hojas estuvieron completamente secas, se
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aplicé el inhibidor de ALS, manteniendo las mismas dosis recomendadas en
campo y utilizadas en las aplicaciones individuales de los herbicidas (Tabla 3.2).

En las tres poblaciones se utilizaron como control plantas a las que no se les
aplicé ningun tratamiento herbicida, pero si fueron pulverizadas con agua
mezclada con adyuvante (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Tratamientos aplicados en las tres poblaciones; S, RG y RM de A. palmeri.

Poblaciones S, RG, RM

TRATAMIENTOS

Control Agua + Adyuvante
Glifosato 0,84 kg/ha
Piritiobac 89 g ai/ha + adyuvante

G+P 0,84 kg/ha + 89 ai g/ha (+ adyuvante)

Las aplicaciones se realizaron sobre la superficie de los contenedores de 504
cm? (28 x 18 cm), aplicando un volumen de 2,52 mL de caldo por cada
contenedor, mediante un aerdgrafo (Modelo Junior Start, Definik, Sagola,
Espafa) (Figura 3.3) conectado a un compresor (Modelo Werther one,
Breverrato, 60 W; 10 Lm™; 2,5 bar) (Figura 3.3). Los tratamientos se pulverizaron
directamente sobre las hojas de las plantas en una cabina de flujo. Después de
absorber el tratamiento o los tratamientos, cuando las hojas de las plantas
estuvieron completamente secas, fueron devueltas a la cdmara de crecimiento.

Figura 3.3. Aplicacion de herbicida sobre las hojas de las plantas mediante un aerégrafo.

108



MATERIALES Y METODOS

3.3 MUESTREO Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se designé como dia 0 el momento en el que las plantas fueron tratadas con
los herbicidas, y tres dias después se muestrearon, para que fuese un periodo
de tiempo suficientemente largo para comprobar los efectos de los
tratamientos sobre los pardmetros fisioldgicos a estudiar, pero sin llegar a
provocar la muerte de las plantas. Para el estudio de las tres poblaciones de A.
palmeri se procedié de la misma manera; se muestrearon hojas en viales de 6
mL, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y fueron conservadas
a -80 °C hasta su utilizacion en las posteriores determinaciones analiticas.

Para el analisis del contenido en siquimato, el dia del muestreo se obtuvieron
discos de hoja de 4 mm de didmetro en fresco con la ayuda de un micro-
perforador Harris uni-core™ (Healthcore, Bucks, Reino Unido) (Figura 3.4.A).
Para ello, de cada planta se tomaron 3 discos de la hoja més joven totalmente
expandida, evitando la nervatura de las hojas en la escision. Se almacenaron
en microtubos de 2 mL, se congelaron en nitrégeno liquido y fueron
almacenados a -80 °C hasta los posteriores ensayos de siquimato.

Las muestras de hojas contenidas en los viales, se pulverizaron utilizando un
micro-desmembrador Retsch (MM200, Retsch ®, Hann, Alemania) (Figura 3.4.B)
y manteniendo en todo momento la temperatura de congelacién con nitrégeno
liquido. Una vez trituradas se realizaron alicuotas del peso deseado y se
conservaron a -80 °C para su posterior utilizacion en las determinaciones
analiticas.

Harris

Cutting Mat

Figura 3.4.A) Micro-perforador Harris uni-core™ utilizado para obtener discos de hoja. B) Molino
mezclador o micro-desmembrador usado para triturar y homogeneizar las muestras de hoja.
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3.4 DETERMINACIONES ANALITICAS

3.4.1 DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.4.1.1 DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS RELATIVO DEL GEN
EPSPS Y DEL GEN ALS

3.4.1.1.1 EXTRACCION

La extraccién de ADN gendmico (ADNg) se realizdé como Fernandez-Escalada
et al., (2016). El ADNg se extrajo de alicuotas de hojas jovenes de la poblacién
RM vy de la poblacion S de A. palmeri. Aunque el ADN puede ser extraido de
todo tipo de material vegetal (por ejemplo, hojas, raices, tallos, semillas, tejido
conservado), las hojas jévenes, recién emergidas son a menudo las mejores
para la extraccion porque son mas faciles de triturar que el tejido maduro y
pueden contener menores cantidades de polisacaridos, polifenoles, y otros
metabolitos secundarios que pueden interferir con el aislamiento del ADN
(Délye et al,, 2015).

El material vegetal (0,1 g) fue homogeneizado en 375 pL de lysis buffer 2x (0,6
M NaCL, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 40 mM EDTA (pH 8,0), 4 % de sarcosyl, 1 % de
SDS y en 375 pL de 2 M de urea). Posteriormente, se afadid a la mezcla un
volumen de 750 pL de fenol/cloroformo/isoamyl alcohol (25:24:1) y se agité
vigorosamente. El homogeneizado fue centrifugado a 19,200 g durante 10 min
a temperatura ambiente. Para precipitar el ADN, se afiadi6 al sobrenadante un
volumen de 525 pL de isopropanol frio y se centrifugé a 19,200 g durante 15
min a 4 °C. La pastilla de ADN se lavé dos veces con 1 mL de 70 % etanol, se
dejoé secar al aire en la campana de flujo laminar y posteriormente se
resuspendioé en 25 uL de buffer de resuspension (10 mM Tris-HCI (pH 8,0),
conteniendo 30 ug mL" de RNAsa A). Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 5 min para degradar los RNAsas que pudiesen llegar a contaminar las
muestras. El ADN extraido se cuantific6 usando un mddulo BioTek® para
microplacas (BioTek® Instruments, Vermont, EE.UU.) utilizando una placa
micro-volumenes Take3 (Figura 3.6) y con el programa informatico software
Gen5.1.11. La lectura de cada muestra se hizo a una densidad éptica de 260 nm
y seguidamente para analizar la pureza de la muestra, se tomd una segunda
lectura a 280 nm. La calidad e integridad de la muestra del ADN se comprobd
mediante electroforesis en 1 % de gel de agarosa. Las muestras de ADN diluido
corrieron en el gel a 75 mA durante 35 min. Los geles se visualizaron usando
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un Gel Doc 2000 system (Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.). Las
concentraciones de ADN se ajustaron a 5 ng pL™.

Figura 3.6. Placa micro-volimenes Take3 utilizada para cuantificar el ADN extraido de las muestras.

3.4.1.1.2 PCR CUANTITATIVA

Mediante la técnica PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) se determino el
numero de copias del gen EPSPS en 71 individuos de la poblacion RM y en 60
individuos de la poblaciéon S, y del gen ALS, en 71 individuos de la poblacién
RM y en 53 individuos de la poblacion S. Tanto el nUmero de copias del gen
EPSPS como del gen ALS, se calculé relativo al gen de referencia CPS (Ma et al.,
2013) en la poblacién RM y en la poblacién S de A. palmeri. Para analizar la
resistencia a los herbicidas, los genes de referencia deben consistir en genes
cuya expresion se ha demostrado estable antes y después de la aplicacion de
herbicidas, y entre plantas resistentes y sensibles (Délye et al, 2015). Ademas,
deben participar en diferentes vias metabdlicas, bajo regulaciones de expresion
independientes, para reducir el riesgo de un efecto similar de la aplicacion del
herbicida. Este gen de referencia CPS, codifica la subunidad grande de la
carbamoil fosfato sintetasa y se utilizd por ser un gen de copia Unica.

La medicién de la RT-gPCR se realizé tal y como fue descrito por (Gaines et al,
2010) con algunas modificaciones. El set de cebadores o primers utilizados se
especifican en la Tabla 3.3. Para determinar la eficiencia de los primers, se us6
una curva estandar con las siguientes diluciones seriadas de ADNg de la
poblacion RM; 1, 1/5, 1/25, 1/125, y 1/500 (Fernandez-Escalada et al, 2016).
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Tabla 3.3. Secuencias nucleotidicas de los primers utilizados en la RT-gPCR para la amplificacion
génica de EPSPS.

GEN FORWARD REVERSE Referencia
Gaines et al,,
EPSPS | atgttggacgctctcagaactcttggt | tgaatttcctccagcaacggcaa 2010
ALS gctgctgaaggctacgct gcgggactgagtcaagaagtg Galr‘mzeos%t al.
CPS attgatgctgccgaggatag gatgcctcccttaggttgttc Ma et al, 2013

La RT-gPCR se llevé a cabo en una placa dptica de 96 pocillos usando un
termociclador Bio-Rad CFX Connect TM Real-Time System (Laboratorios Bio-
Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.) (Figura 3.7). Cada reaccion se llevo a cabo usando
10 ng de ADNg en un volumen total de 20 pL que contenian 1x SYBR Premix Ex
Taq (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japén), 300 nM de primer forward o cebador
hacia adelante y 300 nM de primer reverse o cebador reverso. El perfil térmico
usado para la RT-gPCR fue el siguiente: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 1
min y 40 ciclos de: 95 °C durante 30 s y 60 °C durante 1 min. La curva de
desnaturalizacién o también denominada melting curve, fue conducida con una
desnaturalizacion final de 52 °C durante 5 s y 95 °C durante 15 s (Figura 3.8).

Figura 3.7. Preparacion placa de 96 pocillos para la realizacion de la RT-gPCR.
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Figura 3.8. Perfil térmico usado para la RT-qPCR tomado de VHIR (modificado de Vall d'Hebron
Instituto de Recerca).
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El parametro especifico de la RT-gPCR es el Ct o Cq (Threshold of Quantitative
cycle), que indica el ciclo de la reaccion de amplificacién en la cual la
fluorescencia procedente de la muestra se eleva significativamente por encima
de la fluorescencia inespecifica del fondo. Para calcular los valores finales de Ct,
se realizaron dos réplicas técnicas por cada réplica bioldgica en cada una de las
dos poblaciones. La media del incremento en el nimero de copias de EPSPS y
de ALS relativo a CPS y la desviacion estandar se calcularon para cada muestra.
El incremento se expresd6 como 22, donde ACt = Ct, EPSPS - Ct, CPS
(incremento en el nimero de copias de EPSPS relativo a CPS) y ACt = Ct, ALS-
Ct, CPS (incremento en el nimero de copias de ALS relativo a CPS) (Livak &
Schmittgen, 2001).

3.4.1.2 SECUENCIACION DEL GEN ALS

A partir de la extraccién de ADNg del tejido foliar, desarrollada en el apartado
3.4.1.1.1 se llevd a cabo la secuenciacion del ADN de 115 individuos de la
poblacion RM. También se secuenciaron 12 individuos de la poblacién S para
confirmar la ausencia de mutaciones. La zona secuenciada correspondia a los
dominios CAD y BE del gen ALS donde se encuentran las mutaciones que
confieren resistencia a inhibidores de ALS en A. palmeri (Torra et al, 2020).

Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron utilizando el kit de limpieza
de PCR Speed tools (Biotools, B&M Laboratorios, Madrid, Espafa). La
secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados purificados fue realizada
por el STAB (Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias) de la Universidad
de Extremadura (Espafia). Los fragmentos del gen ALS que incluian las regiones
de esos codones se amplificaron usando dos pares de primers (Tabla 3.4)
disefiados a partir de la secuencia de ALS nuimero de acceso KT833339 del
Genbank (A. palmeri) usando el software PRIMER 3 PLUS. La mezcla de cada
reaccion contenia: 10 ng de ADNg, 3 uL de tampdn de reaccién (10x), 2,4 uL de
2,5 mM dNTP, 1,125 uL de primer (10-pmol uL™ ") y 0,3 uL de Taq polimerasa (5
unidades pL™") en un volumen final de 30 pL. La amplificacion se realizd con un
programa de 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 36 ciclos de 40 sa 94 °C,4sa57°Cy50
sy 8 min a 72 °C y un ciclo final de 8 min a 72 °C. La separacion de los
fragmentos de ADN amplificados por PCR se realiz6 mediante electroforesis
horizontal en 1,3 % (p/v) de gel de agarosa y se tifieron con Red Safe 20000X
(Intron) y se registraron las imagenes con fotografia en gel (Torra et al, 2020).

113



MATERIALES Y METODOS

Tabla 3.4. Pares de primers (forward y reverse) utilizados para la amplificacion por PCR de los
dominios CAD y BE del gen de la acetolactato sintasa (ALS).

GEN ALS
"::;L:rre FORWARD REVERSE Referencia
AmaBE | TGCTATTGGAGCTGCTGTTG' | CCTTCTTCCATCACCCTCTG Torma etal,
2020

Ama CAD CGCCCTCTTCAAATCTCATC CAATCAAAACAGGTCCAGGTC

3.4.1.3 ENSAYO dCAPS

Con el objetivo de analizar las bases moleculares de la resistencia a inhibidores
de ALS y llevar a cabo la genotipificacion de los individuos de la poblacién RM
que presentaron mutaciones puntuales en el gen ALS, se llevé a cabo el ensayo
dCAPS (digestion diferencial de las secuencias polimérficas amplificadas). Este
ensayo se usa habitualmente para detectar el cambio de un nucleétido en una
posicion particular. Mediante PCR se crea un sitio de reconocimiento para un
enzima de restriccién en una secuencia donde no existe deteccién de
polimorfismos de nucleétidos (secuencia sin mutaciéon, salvaje o también
llamada secuencia wild-type) (Figura 3.9) (Délye & Boucansaud, 2008).

Las mutaciones puntuales para las cuales se desarroll6 este ensayo fueron las
siguientes;

Mutacion A122: la secuencia original o secuencia sin mutacién produce una
Unica banda digerida (D) de 217 bp, mientras que la mutacién puntual en los
nucledtidos codificantes del gen ALS produce la pérdida del sitio de restriccion
y la visualizacién de una Unica banda no digerida (ND) de tamafio 246 bp (Tabla
3.5) en el caso de individuos homocigotos y las dos bandas, ND y D, 217 y 246
bp, en el caso de los individuos heterocigotos.

Mutacion S653: la secuencia sin mutacion produce una Unica banda D de 214
bp, mientras que la mutante en la posicién 653, cuando es homocigota produce
una banda ND de 241 bp, pero cuando es heterocigota, se pueden observar
dos bandas, una ND de 241 bp y una D de 214 bp (Tabla 3.5).

Mutacion W574: la secuencia sin mutacién produce una Unica banda D de 230
bp, mientras que la mutante en la posicién 574, cuando es homocigota produce
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una banda ND de 256 bp, pero cuando es heterocigota, se pueden observar
dos bandas, una ND de 256 bp y una D de 230 bp (Tabla 3.5).

A partir de alicuotas de la extraccién de ADNg (ver apartado 3.4.1.1.1) con una
concentracion final de 0,1 pg/ pL, se realizaron las PCR para asi amplificar la
secuencia deseada y crear la zona de reconocimiento del enzima de restriccion
correspondiente a cada mutacién. Se disefiaron cebadores para detectar las
mutaciones puntuales en el gen ALS que producen la sustitucidon en A122, W574
y S653 (Tabla 3.5). Las reacciones de amplificacidn se realizaron en un volumen
final de 50 pL, conteniendo: 0,2 mM dNTPs mezcla, 10 pM de los primers
forward y reverse (Tabla 3.5), buffer de amplificacion 10x Taq buffer con KCl, 1,5
mM de MgCl, 1,25 U del enzima Tag ADN polimerasa y el resto de agua libre
de nucleasas hasta alcanzar el volumen total. Para validar la fidelidad del test,
se utilizaron como control muestras de ADN previamente secuenciadas y sin
mutacion, correspondientes a la poblacion S.

Tabla 3.5 Secuencias nucleotidicas de los primers utilizados en la PCR, longitud, temperatura de
anillamiento y amplicon para la deteccién de las mutaciones en los aminoacidos A122, W574 y
S653. Las temperaturas de anillamiento se eligieron haciendo un gradiente de temperaturas por
cada pareja de cebadores.

Temp.
CEBADORES Longitud Amplicon
Anillamiento
A122 | Fwd 5'-3' | CGCCGCCCTCTTCAAATCTC 20bp
61°C 246bp
Rv 5'-3' AGTAAGAGCTTGATGGATTTCCATGCAT 28bp
W574 | Fwd 5'-3" | CAATCAACATTTAGGTATGGTTGTTCCA 28bp
60 °C 256bp
Rv 5'-3' AGGCAGCACATGCTCCTGAT 20bp
S653 | Fwd 5'-3" | CCGGGCACATACATACCTCGGGAATCCT 28bp
74 °C 241bp
Rv 5'-3' TGTGATGGTGTCCTTGAAGGCGGCAGC 27bp

Para comprobar la correcta amplificacion de los fragmentos de ADN
seleccionados, se llevd a cabo la electroforesis en gel de agarosa utilizando un
equipo Bio-Rad Sub-Cell® GT (Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.).
Se prepararon los geles de agarosa al 3 % y se corrieron durante una hora a
100 mA. El producto de la PCR utilizado para la digestion, fue ADN a una
concentracion de 5 pg. Las digestiones se realizaron a 37 °C durante 150 min,
utilizando unos enzimas de restriccion (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
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EE. UU.) (Tabla 3.6 y Figura 3.9) disefiados para reconocer y cortar
especificamente las secuencias nucleotidicas. Si existe un polimorfismo
nucleotidico, el sitio de restriccion no se genera y el patron de digestion es
diferente. Para completar la digestion se utilizd green buffer y agua libre de
nucleasas hasta alcanzar un volumen total de 30 pyL de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Las bandas se visualizaron en gel de agarosa
al 3%, teflido con tincién de gel de ADN SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.) durante 1 h 15 min a 130 mA con tampdn TAE 1x. Los
geles de electroforesis resultantes se visualizaron bajo luz ultravioleta en un Gel
Doc 2000 system (Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.) El perfil de
digestién de cada poblacion se compard con su respectivo perfil de control no
digerido, asi como el perfil de digestién de control sensible.

Tabla 3.6. Caracteristicas de los enzimas de restriccion utilizados para el ensayo dCAPs.

.l . ... Referencia (Thermo
Mutacién puntual Enzima de restriccion o
Scientific)
A122 Pael FD0604
W574 Ncol FD0574
S653 Eco47Ill FD0324
Ala122-Fwd w
5=CGCCGCCCTCTTCAAATCTC
130 140 150 160 qdl) qﬁﬂ ZSIEU alru 380

ATCCTCCGCCGCCCTCTTCAAATCTCATCATCTTCTT // CCCTGGTGGAGCATCCATGGAAATCCATCAAGCTCTTACTCGTT
TAGGAGGCGGCGGGAGAAGTTTAGAGTAGTAGAAGAA // GGGACCACCTICCTAGGTACCTTTAGGTAGTTCGAGAATGAGCAA
11 TABGTACCTTTAGGTAGTTCGAGAATGA-S

Pael = Ala122-Rv
Ser 653-Fwd =
5-CCGGGCACATACATACCTCGGGAATCCT
1750 WITSU 1770 IIQSO IIQGD 1‘970 1980

GCTAACCGGGCACATACATACCTCGGGAATCCTTCCAATTCTT // CTATGATCCCTAGCGGTGCCGCCTTCAAGGACACCATCACAGAGG
CGATTGGCCCGTGTATGTATGGAGCCCTTAGGAAGGTTAAGAA // GATACTAGGGAI CGCCACGGCGGAAGTTCCTGTGGTAGTGTCTCE
i CBACGGCGGAAGTTCCTGTGGTAGTGT-5

Ecod7lllt = Ser 853-Rv
Trp574-Fwd = Ncol
5-cAATCAAcATTTAGGTATGGTTGTT:’C?:":
1690 1700 1710 :' S--1720 1920 1930 1940

TTGAACAATCAACATTTAGGTATGGT TGTT(SA-A'_ JGAAGATCGAT // ATCGTACCACATCAGGAGCATGTGCTGCCTATGA

AACTTGTTAGTTGTAAATCCATACCAACAAGTT CTTCTAGCTA // TAGCATGGTGTAGTCCTCGTACACGACGGATACT
TAGTCCTCGTACACGACGGA-5
+«Trp574-Rv

Figura 3.9. Posiciones de los primers. Las posiciones de los nucledtidos en el gen ALS en A. palmeri
estan por encima de la secuencia. Los primers forward estan encima de la cadena de ADN y los
primers reverse estan por debajo de la cadena de ADN. Los codones objetivos o target estan
encuadrados y se indican en azul, los nucleétidos desajustados de los primers estan encuadrados,
y los sitios de reconocimiento de los enzimas de restriccion se indican en naranja y la posicion de
los sitios de corte esta marcada con una flecha roja.
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3.4.1.4 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE TRANSCRITOS

Se determiné el nivel de transcripcion relativa de todos los enzimas de 9 genes
de la ruta de BAA y de 4 genes de la ruta de BAR, como ya se habia descrito
previamente (Ferndndez-Escalada et al, 2017) en la poblacién RM y en la
poblacion S de A. palmeri. Como esta especie no estd secuenciada, los
cebadores fueron disefiados usando una especie casi secuenciada de la familia
de las Amarantaceas; Amaranthus hypochondriacus, y cruzada con la secuencia
de A. thaliana L. (Fernandez-Escalada et al, 2017). Para desarrollar los
cebadores especificos de los genes CM71 y CM2 correspondientes a la ruta de
BAA, las secuencias de alineamiento se obtuvieron de los genes de Amaranthus
hypochondriacus (Zulet-Gonzalez et al., 2020). Se realizaron minimo 2 y maximo
4 réplicas bioldgicas por tratamiento en cada poblacién.

3.4.1.4.1 EXTRACCION DE ARN TOTAL Y SINTESIS DE ADNc

Se aislo el ARN total de muestras de hojas de A. palmeri utilizando el kit de
extraccion NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, GmbH, Diren, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacion de la cantidad de
ARN aislado en cada muestra se llevd a cabo midiendo la absorbancia a 260 /
280 nm con el programa Gen5.1.11. (Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT,
EE.UU.). La calidad del ARN se midié mediante electroforesis en 1 % gel de
agarosa (tal y como se realizd para medir la calidad del ADN, apartado 3.4.1.1.1)

La extraccion de ADNc (ADN complementario) se realizé a partir de 2,75 pg de
RNA libre de ADN, utilizando el kit Bio-Rad iScriptTM cDNA Synthesis,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para un volumen final de 10 pL por
reaccién, se afladieron 2 pL de la mezcla de reaccion iScript (5X), 0,5 pL de
enzima transcriptasa reversa, 2 pL de ARN total y 5,5 pL agua libre de nucleasas.
Esta concentracion fue calculada para obtener 0,5 pg de RNA por uL de
muestra. Posteriormente, la reaccion se incubd 5 min a 25 °C, 30 min a 42 °C,
15 min a 45 °C, 15 min a 48 °C, 5 min a 85 °C y se mantuvo a 10 °C hasta su
almacenamiento a -20 °C.

3.4.1.4.2 PCR CUANTITATIVA

La qRT-PCR se realiz6 utilizando un termociclador Bio-Rad CFX Connect TM
Real-Time System (Laboratorios Bio-Rad Inc, Hercules, CA, EE.UU.) con
capacidad para placas de 96 pocillos. Para la reaccion qPCR, el kit utilizado fue
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PowerUP™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB,
Lithuania). En cada pocillo se cargaron 10 pL de la siguiente mezcla de reaccion:
1 uL de ADNc, (1-10 ng/ pL), 5 pL de PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix y 4
puL de una solucién con los primers reverse y forward (Tabla 3.7) a la
concentracion 1 uM, en agua libre de nucleasas.

El programa utilizado para todas las gRT-PCR consisti6 en una
desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 15 s a 95 °C
y una temperatura de 52 - 61 °C durante 20 s para el anillamiento y la extensién.
La temperatura éptima para el anillamiento de cada cebador fue determinada
usando un gradiente PCR. Todos los oligonucledtidos utilizados junto con sus
temperaturas 6ptimas de anillamiento se describen en la tabla 3.7. El analisis de
la curva de disociacion (melting curve) se realizd para verificar la amplificacion
de productos de PCR individuales.

Para comparar los datos de las diferentes placas de PCR o muestras de ADNc,
los valores Ct de todos los genes fueron normalizados con el valor Ct promedio
del gen S-tubulina obteniendo un valor para cada gen en cada muestra. El nivel
de transcritos relativos al control para cada individuo en cada poblacion, fue
calculado usando el método de cuantificacién relativa 24 (Livak &
Schmittgen, 2001). Para ello, se emplean valores de CT (cycle threshold)
correspondiente al nUmero de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia detectada

se puede diferenciar del ruido de fondo. El método 244

permite comparar la
CT de los genes a analizar con la CT del gen de referencia, mediante la siguiente

ecuacion donde:

AACt = (Ctgen interés — Ctgen referencia) - (Ctgen interés — Ctpromedio control gen interés)

Proporcion de expresion relativa = Z_AACt

Se realizaron 2 réplicas técnicas y entre 2 y 4 réplicas biologicas en cada
tratamiento y por cada una de las dos poblaciones analizadas. Se incluy6 un
control negativo por cada mezcla de reaccidn para descartar posibles
contaminaciones cruzadas entre muestras.
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Tabla 3.7. Las secuencias nucleotidicas de los primers utilizados en la PCR a tiempo real y su
temperatura de anillamiento se tomaron de Zulet-Gonzélez et al., (2020). Los cebadores utilizados
corresponden a genes de enzimas de la ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos: DAHPS,
DHQS, DQ/SD, SK, EPSPS, CS, CM y AS. También se utilizaron cebadores que corresponden a genes
de enzimas de la ruta de biosintesis de aminoacidos ramificados: AHAS, AHAIR, DHAD y TA. El gen
de normalizacion seleccionado para este estudio fue: B-tubulina.

Temp.
GEN FORWARD REVERSE Anillamiento
(°0)
Ruta de BAA
DAHPS cctcataggatgataagggc ctttgcatggcagcataacc 55
DHQS gcattgttggctagggatcc aacctcggccttgttttcac 61
DQSD ggtgtactcaagcaaggagc tgtggactcttactatggcc 57
SK gattctgaagcacaaagcagc cagttgttttcccagagccc 55
EPSPS aatgctaaaggaggccttcc tcaatctccacgtctccaag 61
cs cttgatagaaggaggcctgg gtttctttcctaggagtagtg 61
AS tttggagggaaggttgtgcg ctggtgagctttttccatgc 52
CM1-3 gaatccaagcccgcegtataa | cttcaatccaatcgtctcaacaag 59
CM2 aagggtactgaagctgttcaag | tgtgctaatgaaggcggtaag 59
Ruta de BAR
AHAS cttcctcgacatgaacaagg attagtagcacctggacccg 57
AHAIR atggctcagattgagatcttg ccacggcttcaatcacactc 52
DHAD taccatggcatcagctatcg ggtgttgacgagctgtaagg 55
TA gtgaagatgatcttcgtcggce tcacaatcagacttgaaagatg 52
Genes de normalizacion

B-

TUBULINA gatgccaagaacatgatgtgt | tccacaaagtaggaagagttc 61
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3.4.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ALS in vitro

3.4.2.1 EXTRACCION, RESUSPENSION Y DESALADO

Se prepararon los extractos enzimaticos a partir de 1 g aproximadamente de
hojas congeladas. Se realiz6 la determinacion de ALS in vitro en 37 individuos
de la poblacion RM que habian presentado mutaciones y de 6 individuos de la
poblacion S. El medio de homogeneizacion fue el descrito por (Singh et al,
1988) con alguna modificacion. El volumen de homogeneizacion fue de 10 mL
de un tampén ajustado a pH 7,5 que contenia 100 mM K2HPO; 5 mM piruvato
sodico; 5 MM MgClz; 5 mM EDTA y 10 % (v/v) de glicerol y afladido en fresco:
2 % de polivinilpirrolidona (PVPP), 100 uM flavin adenin dinucleétido (FAD) y
0,5 mM tiamina difosfato (TPP).

El homogeneizado se filtré a través de 4 capas de Miracloth® (Calbiochem,
Merck, Darmstadt, Alemania) y se centrifugd a 14,878 g durante 20 min (Singh
et al, 1988). El sobrenadante fue sometido a fraccionamiento salino con sulfato
amonico (25 - 50 %). Para ello, se recogio y se midié su volumen, y mediante el
programa Encorbio (Ammonium Sulfate Calculator from EnCor Biotechnology
Inc.), se calculd la cantidad de sulfato aménico a afadir. Una vez obtenida la
cantidad, se fue afadiendo lentamente a la muestra durante 30 min en
agitacion con hielo y centrifugandolo posteriormente a 14,878 g durante 20
min. Se recogié el sobrenadante y otra vez se precipitd con sulfato amonico
siguiendo el paso previamente descrito. Tras la tercera centrifugacion, se
descarto el sobrenadante y se guardd la pastilla obtenida.

Dicha pastilla se resuspendié en 2,5 ml de un tampoén que contenia 100 mM
KoHPO4 (pH 7,5); 0,5 mM MgCl2y 20 mM de piruvato sédico (Ray, 1984). Esta
suspension se desalé en una columna Sephadex™ G-25M (PD-10 Columns, GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), previamente equilibrada con el
medio de suspension. El extracto desalado se utilizé inmediatamente para los
ensayos de actividad enzimatica y se determind su contenido de proteina segln
Bradford (1976) (ver apartado 3.4.3.3 contenido de proteina soluble). Todas las
operaciones fueron realizadas a 4 °C.

Las columnas se reutilizaron tras hacer dos lavados con 2,5 mL de 50 mM NaOH
y 20 mL del medio de suspensién y un ultimo lavado con agua destilada.
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3.4.2.2 ENSAYO DEL ENZIMA ALS

La reaccién enzimatica se llevo a cabo segun el método descrito por Singh et
al., (1988) con modificaciones. De los 2,5 mL de extracto enzimatico desalado,
se anadieron 90 uL a tubos eppendorfs de 2 mL que contenian 30 pL del
herbicida piritiobac para conseguir las siguientes concentraciones finales: 0,01
UM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 50 uM y 100 pM (Figura 3.10). También se afadieron
90 uL del extracto enzimatico desalado a tubos eppendorf control, que
contenian 30 plL de agua.

Posteriormente, a cada uno de los tubos se le afiadidé 180 pL de un tampon de
reaccion que contenia 50 mM KzHPO4 (pH 7); 100 mM piruvato sédico; 10 mM
MgClzy 10 pM FAD y 1 mM TPP (afiadido en fresco). Esta mezcla de reaccion
se incubo a 37 °C durante 1 hora tras lo cual la reaccion enzimatica se detuvo
por la adicién de 30 pL de 6 N H2SO4. Esta nueva mezcla se incubé a 60 °C
durante 15 min para permitir que, en condiciones acidas, el acetolactato
(producto de la reaccion enzimatica) se descarboxilara hasta acetoina (Tabla
3.8). Transcurrido ese tiempo, se determiné la cantidad de acetoina como
producto final de la actividad enzimatica. La acetoina se determind
colorimétricamente (525 nm) después de afadir a cada una de las muestras
problema 0,3 mL de 0,6 % de creatina (0,15 g en 25 mL agua) y 0,3 mL de 6 %
naftol (1,5 g en 25 mL de NaOH 2,5 N), y tras incubarse en oscuridad durante
30 min a 37 °C. Las muestras se centrifugaron durante 10 min a 1000 g. Se
tomaron alicuotas de 220 pL del sobrenadante de cada muestra y se afiadieron
a una microplaca de 96 pocillos, para la medicion de la absorbancia a 525 nm
en el lector de microplacas Sinergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader
(BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.) (Figura 3.11.A) y utilizando como
estandar una recta patrén de acetoina en un rango de 2 a 20 ug mL™" (Figura
3.11.B).
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Concentracién Concentracion
inicial de final de
herbicida (Ci) 5'.; herbicida (Cf)
400 uM 30 pL Herbicida e 100 uM
200 M — “ 50 M
40 pM e 10 uM
Y 90 pL extracto Ty
04 1M 30 pL herbicida Ci XY
0,04 uM 0,01 uM
Control Control

Figura 3.10. Primera parte de la reaccion. A los tubos eppendorf que contenian 90 pL de extracto
enzimatico desalado, se les afiadié 30 pL de diferentes concentraciones herbicidas. Conteniendo

los tubos finales 120 pL (muestra + herbicida).

Figura 3.11. A) Microplaca de 96 pocillos con la recta patrén y las alicuotas de cada concentracion
de herbicida justo antes de la lectura de absorbancia. B) Recta patrén de acetoina después de
afiadir la creatina y el naftol y dejarlo incubar en oscuridad a 37 °C.

En el extracto enzimatico pudimos encontrar cierta cantidad de acetoina no
formada directamente de la actividad ALS, sino debida a otros procesos de
descarboxilacion. Esta acetoina se determind llevando a cabo una serie paralela
de reacciones en las cuales la reaccion enzimatica se detuvo afiadiendo 30 pL
de 4 M NaOH, evitando asi que en este medio basico el acetolactato (producto
de la actividad ALS) pudiese descarboxilarse hasta acetoina. De esta forma, la
acetoina que se produjo sera debida exclusivamente a otros procesos y no a la
actividad ALS, mientras que la acetoina que se mide tras detener la reaccion
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con HzSO4 es la debida a la suma de la actividad ALS y la procedente de otros
procesos.

Cada uno de los dos tipos de series de reacciones tuvo su blanco a tiempo cero
respectivo. El blanco utilizado en el ensayo de se obtuvo con una muestra que
habia seguido el mismo proceso de reaccion y en el que el 6 N H2SO40 4 M
NaOH, utilizados para detener la reaccion, se afadieron junto con el medio de
reaccion y el extracto enzimatico desde el primer momento de la reaccién
(Tabla 3.8). Para cada una de las concentraciones de herbicida, se realizé una
réplica técnica de la muestra afiadiendo a tiempo final el H2SO..

La actividad especifica del enzima ALS se calculé como la diferencia existente
entre la acetoina total producida (deteniendo con H2SO.) y la acetoina
procedente de otras vias (deteniendo con NaOH), habiendo sido corregidos
previamente ambos valores con su blanco a tiempo cero respectivo (Tabla 3.8).
La actividad ALS se expresé como ng acetolactato mg™ prot h™.

La inhibicion enzimatica fue expresada a través del pardmetro lso, que
representa la concentracidn de herbicida requerida para producir una inhibicion
de la actividad enzimatica del 50 %. Para el calculo del parametro Iso en cada
individuo, primero se calcularon los porcentajes de la actividad especifica ALS
para cada concentracion herbicida con respecto a los controles sin herbicida
que representaban el 100 % de la actividad especifica ALS. A partir de estos
valores obtenidos en %, se desarrollaron curvas de dosis-respuesta. Se
representaron los datos de la actividad ALS en % frente al logaritmo de la dosis
de herbicida para un mejor ajuste a una recta de ecuacién y = ax +b, utilizando
el paquete Excel. La ecuacion de dicha recta se utilizo para calcular el valor Iso.
El factor de resistencia (FR) se calculd a partir del cociente entre el valor del Iso
de cada individuo de la poblacién RM y el valor Iso promedio de los individuos
de la poblacion S (Iso RM/ 5o S).
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Tabla 3.8. Esquema de la reaccion en el ensayo enzimético de ALS in vitro.

90 uL extracto enzimatico " 90 pL extracto enzimético

J 30 pL herbicida Cf: 0,01 uM, 0,1
UM, 1T uM, 10 uM, 50 uM y 100 uM

e}

*

=.

\ 30 pL herbicida Cf: 0,01 uM, 0,1
UM, 1 uM, 10 puM, 50 pM y 100 pM

180 pL tampodn de reaccién 180 pL tampon de reaccion

Tiempo 0: 30 pL de 6 N H,SO4 Tiempo 0: 30 pL de 4 M NaOH

Incubacién: 37 °C 1 hora

Tiempo F (1 h): 30 uL de 6 N H.SO4 | Tiempo F (1 h): 30 uL de 4 M NaOH

Incubacioén: 60 °C 15 min

Determinacion del contenido en acetoina

Acetoina formada a T.F — Acetoina | Acetoina formada a T.F — Acetoina
formada a T.0 = Acetoina total | formada a T.O0 = Acetoina sin
producida (basal + que viene de | actividad ALS, que proviene de
otras vias de descarboxilacién de | otras vias.

acetolactato).

Acetoina total producida (deteniendo con H2SOs) - acetoina procedente
de otras vias (deteniendo con NaOH) = Actividad ALS

3.4.3 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA GST

3.4.3.1 EXTRACCION

Se prepararon los extractos enzimaticos a partir de alicuotas de hojas
previamente pulverizadas, correspondientes a las 3 poblaciones de A. palmeri,
S, RG y RM. Se realizaron 4 réplicas bioldgicas por tratamiento en cada
poblacion. La extraccidn se realizé segun Peragdn & Amores-Escobar (2018),
con alguna modificacion. El tampdn de extraccion, afiadido en una proporcién
de 3 mL por cada gramo de muestra, contenia 0,1 M Tris HCI (pH 7,5), 2 mM
EDTA y se afadio en fresco: PVPP al 7,5 %, 2 mM de ditiotreitol (DTT), 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) y 14 mM de mercaptoetanol. Los extractos se
centrifugaron a 27,000 g durante 25 min y se recogi¢ el sobrenadante
posteriormente para la determinacién de la actividad GST.
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3.4.3.2 ACTIVIDAD GST

La reaccién enzimatica se llevd a cabo segun el método descrito por Peragén
& Amores-Escobar (2018) con modificaciones. La actividad enzimatica se
determiné espectrofotométricamente a 25 °C en tampdn de reaccion que
contenia 100 mM fosfato de potasio (pH 6,5)y T mM GSH y con 28,6 mM de 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como sustratos. En cada pocillo de la
microplaca, se afiadieron 8 pL de sobrenadante de la muestra, 185 pL del
tampdn de reaccién con GSH y 7 pL de CDNB. La lectura cinética se realiz6 a
una absorbancia de 340 nm durante 30 min con una incubacién de 10 min. El
blanco utilizado en el ensayo contenia tampdn de reaccion sin GSH. La
conjugacién del CDNB se estimé usando una absortividad molar de 9,6 OD/
(mM*cm).

3.4.3.3 CONTENIDO DE PROTEINA SOLUBLE

El contenido de proteina soluble se determind en segin el método propuesto
por Bradford (1976). Los extractos de proteina se diluyeron con agua
desionizada (1:60), se tomaron 60 uL de muestra diluida y se mezclaron por
agitacion con 200 pL del reactivo Bradford Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent,
(Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.). Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min y se determind la absorbancia en un lector
de microplacas Sinergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.) a 595 nm frente a una recta patrén de 0
Mg a 6 pg de seroalbumina bovina (BSA).

3.4.4 MEDICIONES DEL CONTENIDO DE LOS ENZIMAS EPSPS Y
DAHPS

3.4.4.1 EXTRACCION DE PROTEINA

La extraccion de proteinas se llevé a cabo usando alicuotas de hojas de A.
palmeri ya trituradas de la poblacion RM y en la poblacion S. Se realizaron 4
réplicas bioldgicas por tratamiento en cada poblacién. Se homogeneizaron
afadiendo un volumen segun la relacién 1:4 (0,1 g PF: 0,2 mL) de tampén de
extraccion 100 mM MOPS, 5 mM EDTA, 1 % de Tritéon-X 100, 10 % de Glicerina,
50 mM KCI, 1 mM benzamidina, 100 mM iodoacetamida, 5 % de PVPPy 1 mM

125



MATERIALES Y METODOS

de PMSF (pH 7). Posteriormente se centrifugd la muestra a 20,000 g durante 30
min a 4 °C. La pastilla fue descartada y el sobrenadante se utilizd para la
electroforesis e inmunodetecciéon, una vez determinado el contenido de
proteina soluble.

3.4.4.2 CONTENIDO DE PROTEINA SOLUBLE

El contenido de proteina soluble se determind segin el método propuesto por
Bradford (1976) tal y como se indica en el apartado 3.4.3.3.

3.44.3 ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE SDS-PAGE E
INMUNODETECCION

Las proteinas fueron separadas utilizando geles homogéneos de poliacrilamida
(SDS-PAGE) formados por dos partes; 4,6 % (p/v) de un gel concentrador o
también conocido como stacking gel y 12,5 % (p/v) de un gel separador o
también denominado resolving gel. Para la electroforesis se empled un sistema
Mini Protean 3 (Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.) y se utilizd un
tampon de electroforesis que contenia: 10 % (v/v) de Tris-Glicina, 1 % (v/v) de
SDS y H20 Mili-Q. Se mantuvo la electroforesis durante 15 min a 120 V y
transcurrido ese tiempo, se subid el voltaje a 150 V hasta que finalizé la
migracion de proteinas a través de los geles.

Para la transferencia de proteinas se utilizaron membranas GE Healthcare Life
Science (Amersham™, Arlington Heights, IL, EE.UU.) de tipo PVDF (polifluoruro
de vinilideno) con un tamafio de poro de 0,45 um que habian sido previamente
activadas con metanol puro. Los geles se sometieron a una corriente continua
de 100 V durante 75 min en una celda de transferencia electroforética Bio-Rad
Mini Trans-Blot Cell (Laboratorios Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EE.UU.). El tampon
de transferencia (TBS) contenia 20 % (v/v) de etanol absoluto, 10 % (v/v) de Tris-
Glicina y H20 Mili-Q. Tras la transferencia, las membranas se bloquearon con
leche en polvo desnatada diluida en un tampdn salino TTBS (10 % (v/v) de TBS
y 0,05 % de Tween-20) y se dejaron durante toda la noche a 4 °C.

Una vez terminada la transferencia, los geles se tifieron con un reactivo
colorante coomassie denominado Gel code™ blue safe protein stain (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE.UU.) (Figura 3.12), para garantizar que la
transferencia y el contenido de proteina fuesen homogéneos.
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Figura 3.12. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE tefiido con reactivo colorante coomassie.

Posteriormente se realizaron tres lavados de las membranas, durante cinco
minutos cada uno, con el mismo tampdn TTBS y se incubaron con sus
anticuerpos primarios correspondientes para cada enzima. Las caracteristicas
de cada incubacién de las membranas con los anticuerpos primarios, se detallan
mas adelante en el apartado 3.4.4.4 para el enzima EPSPS y en el apartado
3.4.4.5 para el enzima DAHPS.

Terminada la incubacién con el anticuerpo primario, se lavaron las membranas
tres veces con el tampén TTBS y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo
secundario conjugado anti-rabbit AP (Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO,
EE.UU.) a una dilucion 1:20000. Tras el posterior lavado de las membranas en
TTBS, la deteccién de las bandas se llevé a cabo usando un kit de revelado BCIP
/ NBT para la deteccion de la actividad fosfatasa alcalina en membranas,
formado por 1 % (v/v) de reactivo de color Ay 1 % (v/v) de reactivo de color B,
4 % (v/v) de desarrollador de color 25x y agua Mili-Q (Laboratorios Bio-Rad Inc.,
Hércules, CA, EE.UU.).

Las membranas se escanearon usando un densitdmetro GS-800, y la intensidad
de las bandas de proteinas se cuantifico usando el software Quantity One
(Laboratorios Bio-Rad, Inc., Hercules, CA, EE.UU.).

3.4.4.4 PARAMETROS ESPECIFICOS DEL ENZIMA EPSPS

Para el enzima EPSPS, en la poblacion S se cargaron 80 ug de proteinay en la
poblacion RM 15 ug de proteina en cada pocillo. El anticuerpo primario EPSPS
fue producido a partir de una construccion personalizada de péptidos (Agrisera
AB, Vannas, Suecia) frente a una secuencia de residuos (nimeros 193 - 206) del
gen EPSPS de A. palmeri (adhesion GenBank n°. FJ861242) (Fernandez-Escalada
et al,, 2016). La dilucion utilizada para este anticuerpo primario fue de 1:2000.
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3.4.4.5 PARAMETROS ESPECIFICOS DEL ENZIMA DAHPS

Para la DAHPS, en ambas poblaciones Sy RM, se cargd 40 ug de proteina en
cada pocillo. El anticuerpo primario DAHPS fue producido por la empresa
Biogenes (Berlin, Alemania) a partir de una construccion personalizada de
péptidos usando un péptido corto conjugado como un antigen (C-
QFAKPRSDS-FEEEKN). La dilucién utilizada para este anticuerpo primario fue de
1:1000 (Orcaray et al., 2011).

3.4.5 CONTENIDO DE METABOLITOS

3.4.5.1 EXTRACCION Y DETERMINACION DE SIQUIMATO

El contenido en siquimato se determino en discos de hojas de plantas tratadas
segun Fernandez-Escalada et al, (2016), de la poblacion RM y en los individuos
de la poblacion S. Se realizaron al menos 4 réplicas biolégicas por tratamiento
en cada una de las poblaciones. Para ello, se utilizaron los discos de hoja
almacenados previamente a -80 °C en microtubos de 2 mL. La extraccién de
siquimato se realizd tal y como habia sido descrita con anterioridad (Koger et
al, 2005). A cada eppendorf se le anadié 100 plL de 0,25 N HCl por disco de hoja
y se dejé hora y media en agitacion a temperatura ambiente. Después de la
incubacién, las muestras se congelaron a -20 °C durante 24 horas como
minimo.

Posteriormente, se determind la concentraciéon de siquimato
espectrofotométricamente (Cromartie & Polge, 2000). Para ello, se
descongelaron las muestras a temperatura ambiente y se centrifugaron durante
un minuto a 1000 g. De cada muestra se tomaron alicuotas de 25 pL que fueron
transferidas a una microplaca de 96 pocillos. A cada pocillo que contenia esos
25 pL de muestra, se afiadieron 100 pL de una disolucion de acido periddico
(0,25 %) y peryodato potasico (0,25 %) (p/v). Transcurrida una hora de
incubacion a temperatura ambiente y en oscuridad, se afiadieron 100 uL de
NaOH/sulfito de sodio (0,6 M/ 0,22 M) a cada pocillo. Se determiné la
absorbancia a 380 nm en el lector de microplacas Sinergy™ HT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EE.UU.).

La recta patron estandar de siquimato se realizé aplicando el mismo protocolo
a 25 pL de concentraciones conocidas de siquimato (3, 6, 12, 25, 50 y 100 pg

mL"). La concentracidn de siquimato se expresd como pg siquimato disco hoja
]
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3.4.5.2 DETERMINACION DE AZUCARES SOLUBLES Y ALMIDON

El contenido de azlcares solubles se determind mediante cromatografia de
intercambio idnico, utilizando dos procedimientos de extraccion distintos, uno
para carbohidratos solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) y otro para almidén.
Las determinaciones se realizaron en tejidos de hojas de la poblacién RM en
comparacion con las determinaciones obtenidas para los individuos de la
poblacion S de A. palmeri. Se realizaron al menos 2 réplicas bioldgicas por
tratamiento en cada una de las poblaciones.

3.4.5.2.1 EXTRACTOS PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES

El contenido en carbohidratos solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) fue
determinado en extractos solubles de etanol y el residuo insoluble de etanol
fue extraido para el andlisis de almidén. Para ello, se tomaron alicuotas
pulverizadas y se hirvieron 3 veces con 1,5 mL de 80 % (v/v) de etanol durante
30 segundos y tras cada lavado se centrifugaron a 7,500 g y a 4 °C durante 5
min. Después se realizd otro lavado en frio con 80 % de etanol. El sobrenadante
de cada uno de los lavados, se fue recogiendo en un tubo especial Turbovap ®
(Figura 3.13). El etanol de las muestras fue eliminado completamente del
extracto obtenido mediante la evaporacién a 40 °C y con aire comprimido a
una presién de 1-1,2 bar en un Turbovap® LV evaporator (Zymark Hopkinton,
MA, EE.UU.). El resto de material insoluble fue secado en la estufa a 65 °C
durante 24 h y después depositado en el desecador, para su posterior
utilizacion en la determinacion del contenido de almidon.

Cuando toda el agua y el etanol se evaporaron, la muestra seca se resuspendio
en 1 mL de agua desionizada y se dejé 10 min en el sonicador en un bafio de
ultrasonidos. Finalizado ese tiempo, se vertid el sobrenadante en un tubo de
plastico de centrifuga y se volvié a echar otro mililitro de agua desionizada al
tubo Turbovap, vortexeando vigorosamente y afadiéndolo al tubo, para el
posterior centrifugado de las muestras a 2,300 g, a 4 °C durante 10 min. El
sobrenadante se almacend en eppendorfs de 2 mL a -20 °C para la posterior
determinacién de azlcares solubles por cromatografia de intercambio idnico.
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Figura 3.13. Tubos Turbovap® con el sobrenadante de las muestras después de los lavados con
etanol.

3.4.5.2.2 EXTRACTOS PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE ALMIDON

La preparacion de las muestras para la determinacién de almidén se realizd
segun lo descrito por MacRae (1971) con algunas modificaciones.

Los extractos para la determinacion de la concentraciéon de almidén se
obtuvieron de la siguiente manera; el material vegetal insoluble en etanol se
secd en una estufa de circulacién de aire a 65 °C durante 24 h, fue pesado y
depositado en un desecador hasta su uso.

El material seco fue resuspendido directamente en el mismo eppendorf donde
se secé con 1 mL de agua desionizada. Una vez homogeneizado el material
vegetal, se vertié el contenido en un tubo de centrifuga y se repitio la operacién
ahadiendo otro mL de agua desionizada. Las muestras se hirvieron a 100 °C
durante 1 hora y se dejaron enfriar. Para catalizar la hidrolisis de almidéon a
glucosa y asi medir los monémeros de glucosa, se afiadieron a cada muestra
500 pL de una solucién de amiloglucosidasa con tampdn acetato. La solucién
de amiloglucosidasa se prepard con 5,1 mg de enzima amiloglucosidasa en 50
mL de tampdn acetato, ajustando el pH a 4,5 con acido acético.

Para asegurar la completa hidrdlisis del almidén a glucosa, la mezcla se dejo
incubando en un bafio a 50 °C en agitaciéon y oscuridad durante toda la noche.
Una vez terminada la incubacion, las muestras se agitaron en el vortex y se
centrifugaron a 4,450 g, a 4 °C durante 15 min. El sobrenadante se almacené a
-20 °C en tubos eppendorf de 2 mL para su posterior determinaciéon por
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cromatografia de intercambio idnico. El contenido en almidén fue expresado
como mg glucosa g™ PS.

3.4.5.2.3 DETERMINACION ANALITICA DE LA CONCENTRACION DE
CARBOHIDRATOS SOLUBLES Y ALMIDON

Tanto para la determinacion del contenido de carbohidratos solubles como
para la determinacion del contenido de almiddn, se utilizé el cromatdgrafo de
intercambio i6nico 930 Compact IC Flex (930 Compact IC Flex, Metrohm AG,
Herisau, Suiza) siguiendo las instrucciones del fabricante (Instrumentacion
cientifica Gomensoro, Madrid, Espaia). Para preparar las muestras, el eluyente
usado fue 300 mM NaOH/1 mM acetato sédico en solucién de agua Mili-Q. Las
diluciones de las muestras usadas fueron de 1:20 para la determinacion de
carbohidratos solubles y de 1:50 para la determinacién de almidén. La corriente
aplicada para la deteccion amperométrica fue de 200 - 500 mA, con una presién
de 1000 - 2000 psi y una temperatura de entre 30 y 35 °C.

3.4.5.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AMINOACIDOS LIBRES
Y DEL CONTENIDO EN GLUTATION

3.4.5.3.1 EXTRACCION DE AMINOACIDOS LIBRES Y GLUTATION

Se determiné el contenido de aminoécidos libres y glutation de individuos
procedentes de las poblaciones RG y RM en comparacion con el contenido que
presentaron los individuos de la poblacién S de A. palmeri. Se realizaron al
menos 4 réplicas bioldgicas por tratamiento en cada poblacién.

Las muestras vegetales (0,1 g) almacenadas a -80 °C, fueron homogeneizadas
en un volumen de 1,5 mL de 1 M HCI. El homogeneizado, se dejé reposar en
hielo durante 10 minutos, y a continuacién fue centrifugado a 12,000 g durante
10 minutos a 4 °C. Se recogié 1 mL del sobrenadante en tubos eppendorf
nuevos y fue neutralizado hasta pH 7 - 8 con NaOH y HCI. Los extractos se
conservaron a -20 °C hasta su utilizacion en la determinacion de aminoacidos
libres.
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3.4.5.3.2 DETERMINACION ANALITICA DEL CONTENIDO DE
AMINOACIDOS LIBRES

Las muestras se derivatizaron con una solucion 1 mM FITC (isotiocianato de
fluoresceina) en acetona con tampdén 20 mM borato a pH 10. Se incubaron
durante 15 horas a temperatura ambiente en oscuridad hasta la determinacion
del contenido de aminoacidos (Orcaray et al., 2010).

Después de la derivatizacion con FITC, el contenido en aminoacidos libres de
los extractos fue determinado mediante un equipo de electroforesis capilar
Sciex MDQ+ B (Sciex LLC. 500 MA, EE.UU.) con un detector de fluorescencia
inducido por laser a 488 nm de excitacién y 525 nm de emision (Laser de Argon
a 488 nm). El tampdn utilizado para la separacion fue una solucion de 80 mM
de bdrax y 45 mM a-ciclodextrina a pH 9,2 (Arlt et al, 2001). La electroforesis
se realizd a un voltaje de +30 kV y a 20 °C.

3.4.5.3.3 DETERMINACION ANALITICA DEL CONTENIDO DE
GLUTATION

Las muestras se derivatizaron con 5-1AF (iodoacetamidofluoresceina) en dimetil
sulféxido (DMSO) con tampdn 300 mM fosfato a pH 12,5. La solucién se agité
en el thermomixer a 25 °C durante 15 min.

Después de la derivatizacion con 5-IAF, el contenido en glutation de los
extractos fue determinado mediante un equipo de electroforesis capilar Sciex
MDQ+ B (Sciex LLC. 500 MA, EE.UU.) con un detector de fluorescencia inducido
por laser a 488 nm de excitacion y 525 nm de emision (Laser de Argon a 488
nm). El tampdn utilizado para la separacion fue una solucion de 20 mM acido
bérico, 16,5 mM fosfato tribasico de sodio y 100 mM N-Metil-N-glucamina a a
pH 11,4 (Zinellu et al, 2005). La electroforesis se realizé a un voltaje de +30 kV
y a25°C

El glutation reducido (GSH) se determiné directamente mediante la inyeccion
de una alicuota en el CE. El glutation oxidado (GSSG) se redujo con
tributilfosfina al 10% y luego se analiz6 el GSH total mediante CE. El GSSG se
determiné como la diferencia entre los valores de GSH total y reducido.
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3.4.6 ACTIVITY-BASED PROTEIN PROFILING (ABPP)

3.4.6.1 DETECCION DE ACTIVIDADES PROTEASAS POR ABPP

El ensayo ABPP se realizd en el departamento de Plant Sciences (Universidad de
Oxford, Reino Unido). Para realizar el labeling o marcaje de proteasas, se llevd
a cabo el estudio de la actividad ABPP comparativa a partir de alicuotas de hojas
previamente pulverizadas, correspondientes a las tres poblaciones de A.
palmeri. Se realizaron 4 réplicas biol6gicas por tratamiento en cada poblacion.

La concentracion de proteina fue determinada mediante el kit RC/DC Protein
Assay (Laboratorios Bio-Rad, Inc., Hercules, CA, EE.UU.) segun las instrucciones
del fabricante. Para todos los marcajes con las sondas (Tabla 3.9), se utilizé el
tampon de extraccion 50 mM MES 1-hidrato (pH 5,0) y 5 mM DTT y se afadié
la cantidad de tampodn correspondiente a 6 veces su peso, siempre
manteniendo en frio las muestras para evitar la degradacién de las proteinas.
Una vez afadido el tampdn, se dejaron las muestras en un agitador en frio
durante 15 min y se centrifugaron durante 5 min a 12,000 g a 4 °C. Se transfirié
el sobrenadante a tubos nuevos y luego se volvieron a centrifugar durante 5
min a 10,625 g a 4 °C para volver a transferir el sobrenadante a tubos nuevos.

Para todas las actividades proteasas, las mezclas de ensayo consistieron en la
sonda de marcaje especifica y el extracto de proteina a una concentracion de
1,5 mg/mL en un coctel de reaccién 50 mM MES 1-hidrato (pH 5,0) y 5 mM
(DTT). Las actividades proteasas se midieron con sustratos fluorogénicos
especificos como se indican en la tabla 3.9. Para los controles negativos que no
contenian sonda de marcaje, se afiadieron volimenes iguales DMSO.

Sonda o probe FP 1800

H
N
F /—‘—/?J
oF. "¢
J— [s]
n=8
Grupo reactivo o
warhead
Subunidad de marcajec Q
reparter tag /

Figura 3.14. Sonda FP 1800 para el marcaje de la proteasa Serine hydrolases (SHs). El grupo reactivo
es un fluorofosfonato y la subunidad de marcaje es un fluoréforo (bodipy) (http://www.bsaz.com).
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Sonda o probe
JOPD1 (JO102, 983.95 Da)

T Caaae e

Subunidad de marcaje o Grupo reactivo o
reporter tag warhead

Figura 3.15. Sonda JOPD1 para el marcaje de la proteasa Vacuolar Processing Enzymes (VPEs). El
grupo reactivo es una aciloximetilcetona (AOMK) y la subunidad de marcaje es un fluor6foro
(bodipy) (Lu et al., 2015).

Sonda o probe
TKO09 BDP 630VE50 528ex/642em

\(,TA O~

.:':_, ) = r;::: ¥
Cys L . )
¥ "__O_y—‘: W o
Subunidad de marcaje o Grupo reactive o
reporter tag warhead

Figura 3.16. Sonda E64-Cy5 para el marcaje de la proteasa Papain-Like Cysteine Proteases (PLCPs).
El grupo reactivo es el inhibidor E64 y la subunidad de marcaje es un fluor6foro Cy5 (Figura cedida
por Maria Font).

Tabla 3.9 Caracteristicas de las sondas para cada una de las actividades protesasas determinadas.

Actividad Concentracion Concentracion Tiempo
proteasa Sonda Proteina de
Sonda reaccion
Hidrolasas de Sonda FP 1800 90 min
Serina (SHs) Fluorofosfonato + (oscuridad
fluoréforo (bodipy) 0.5 pM 1,5 mg/mL +
(Fig. 3.14) agitacién)
Enzimas de Sonda JOPD1 3h
Procesamiento (oscuridad
Vacuolar AOMK+ fluoréforo 0,25 M 1,5 mg/mL +
(VPEs) (bodipy) agitacién)
(Fig. 3.15)
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Papain-Like Sonda E64-Cy5 3h
Cysteine . (oscuridad
Proteasas E64 + fluoroforo 2,5uM 1,5 mg/mL +

(PLCPs) Gy> agitacion)
(Fig. 3.16)

Transcurrido los tiempos de incubacién con las sondas, la reaccion se pard
afadiendo 200 pL de acetona y se dejé 30 min a 4 °C, para provocar la
precipitacion completa de las proteinas. Una vez precipitadas todas las
muestras, se elimind la acetona y se dejaron secar a temperatura ambiente
durante 15 min. Posteriormente, se afiadieron 50 pL de 1x SDS electroforesis
gel loading buffer (280 mM SDS, 400 mM Tris, 40 % de glicerol, 3 mM B-
mercaptoetanol y 0,6 mM azul Bromofenol, pH 6,8). Las proteinas fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 12 %. La electroforesis se mantuvo a
90 V durante hora y media y los Ultimos 15 min a 120 V. Los geles se lavaron 3
veces con agua destilada y las actividades se midieron por fluorescencia en un
escaner Amersham™ Typhoon™ Biomolecular Imager (GE Healthcare, Munich,
Alemania). La emisién fue medida usando un filtro TAMRA (580 nm). Para la
cuantificacién de las bandas se utilizé el software ImageJ.

Para confirmar la identidad de las bandas de proteinas, se realizé un ensayo
competitivo de ABPP en el que se usaron inhibidores de VPEs y de PLCPs. Para
ello, se prepararon varios mix representativos de todas las muestras control y
de las muestras tratadas con los herbicidas, y se pre-incubaron con los
inhibidores durante 30 minutos a temperatura ambiente, antes de proceder con
el marcaje de las sondas. Los inhibidores y sus concentraciones finales fueron
las siguientes; 200 pM inhibidor E-64 para PLCPs y 100 uM inhibidor YVADasa
para VPEs.
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3.4.6.2 DETECCION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION S- TRANSFERASA
(GST) POR ABPP

La deteccion de la actividad GST por ABPP se determind tal y como se indica en
el apartado 3.4.6.1, pero con algunas modificaciones. Para el marcaje de
glutation S-transferasa (GST) con la sonda GST-G (Figura 3.18), se tomaron 0,25
mg/mL de proteina en 50 pL de tampén 4 mM PBS (pH 7,5), 3 mM -
mercaptoetanol y 1 % (p/v) de PVPP. La sonda GST-G formada por un grupo
fotoquimico benzofenona y una subunidad de marcaje quimica de tipo alquino,
se utilizé a una concentracion 4 uM (Figura 3.18).

Compuesto conjugado
; > > < K |
Enzima GST c <:| @ c menos toxico

Reaccion de conjugacion

Sonda o probe GST-G

Grupo reactivo
GST . o warhead .QH
grupo fotoquimico 0"1
benzofenona o o HH 0
BP FOr“\(fh_\ e A
S Rl ) o
> iy i
= A HH,
) 1 T
grupo alguino | L ]
Subunidad de
marcaje

Figura 3.18 A) El sitio activo de los enzimas GST esta compuesto por un "sitio G" de union al
glutation reducido (GSH) y un "sitio H" de unidn a sustrato. B) Sonda GST-G, su target es el sitio G
del enzima GST, que es al que se une el GSH durante la reacciéon de conjugacién. Esta sonda
mimetiza al GSH y se une al sitio G del GST. El grupo reactivo o warhead es el grupo fotoquimico
benzofenona y la subunidad de marcaje es un grupo alquino, necesario para el “click quimico”
Adaptado de Stoddard et al., (2017).
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Figura 3.19. Irradiacion de las muestras con luz para establecer la unién covalente entre el grupo
fotoquimico de la sonday las GST.

Las muestras se dejaron en agitacion a temperatura ambiente durante 10 min.
Para que la union covalente entre la sonda y las GST se estableciese, las
muestras se pasaron a una microplacay esta se irradié con luz a 365 nm durante
45 min en frio (Figura 3.19). Una vez transcurrido ese tiempo, las muestras se
pasaron a sus tubos correspondientes y se afadi6 200 pL de acetona,
dejdndolas a 4 °C durante una hora. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron durante 2 minutos y medio a 12.500 g y se elimind la acetona que
contenian, dejandolas secar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Para la realizacion del click quimico, se prepard el siguiente mix afiadiendo los
componentes en el siguiente orden: tampén 4 mM PBS con 1 % de SDS (pH
74), 2,5 uM FAM picolil azida (fluoréforo Cy5), 100 uM Tris [(1-benzyl-1 H -1,
2,3-triazol-4-yl) methyl (TBTA), 2 mM Tris (2-carboxyethyl) fosfina clorhidrato
(TCEP) y 1 mM CuSOa4. Una vez preparado, se afadi6 a cada uno de los pellets
secos de las muestras, se agitaron durante 10 min y se hirvieron a 90 °C 1 min.
Las muestras se dejaron durante una hora en agitacion, a temperatura ambiente
y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacion para el establecimiento del click
quimico, se paré la reaccion anadiendo 200 pL de acetona y se dejé media hora
a4 °C. Transcurrido ese tiempo, se procedi6 de igual forma que en el apartado
anterior 3.4.6.1, separacién de las proteinas por electroforesis, lavado de los
geles y posterior visualizacién con el escaner Amersham™ Typhoon™
Biomolecular Imager (GE Healthcare, Munich, Alemania).
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para todos los analisis se realizaron minimo 2 experimentos y se utilizaron al
menos 2 réplicas bioldgicas con muestras de diferentes plantas individuales
para cada tratamiento en cada poblacion. Para la evaluacion de los resultados,
se compararon los diferentes parametros entre las plantas no tratadas de cada
poblacion (RG o RM frente a S) mediante la prueba t de Student y la diferencia
se confirmd como significativa cuando p < 0,05.

Mediante el analisis de varianza (ANOVA de una via) simple se evaluaron el
resto de resultados en cada poblacion por separado, utilizando como variable
el tratamiento. Para confirmar la homocedasticidad de las varianzas, se usoé el
test de Levene. La comparacion de medias se realiz6 con la prueba del Test de
Tukey HSD y con la prueba T3 Dunnet y se aplicaron pruebas estadisticas post
hoc a la homogeneidad y no homogeneidad de los casos de varianzas,
respectivamente. Cuando los resultados se expresaron en porcentajes, los datos
fueron previamente transformados de acuerdo a la siguiente férmula:
arcsiny/x /100. En todos los casos, los analisis estadisticos fueron realizados a un
nivel de significancia del 5 % (p < 0.05). Los resultados significativamente
diferentes se indican en las gréficas con letras diferentes para cada tratamiento.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa IBM SPSS statistics
27 (IBM, Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Para la elaboracion de las gréficas se utilizd
el programa Sigma Plot 14.0 (Systat Software, Inc,, San Jose, CA, EE.UU.).
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio se dividen en dos grandes secciones; en
la primera se presentan los resultados correspondientes a la caracterizacién de la
resistencia multiple (RM) en una poblacién de A. palmeri (véase seccion 3.1.3) en
comparacion con la poblacion sensible de referencia (S) (véase seccion 3.1.1) En la
segunda parte se presentan los resultados del estudio de la respuesta fisioldgica a
la aplicacién individual de los herbicidas, glifosato (G) y piritiobac (P), y con la
mezcla de ambos (GP), en la poblacién RM y en la poblacién S. Algunos estudios
especificos se llevaron a cabo también en la poblacién de A. palmeri solo resistente
al glifosato (RG) (véase seccion 3.1.2), para asi dar una vision mas completa.

4.1 CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE
RESISTENCIA EN LA POBLACION CON RM

La poblacion RM, objeto de estudio en este trabajo, habia sido previamente
caracterizada como resistente a G, ya que la mayoria de individuos sobrevivieron
ala dosis recomendada (DR) de glifosato en estudios previos. Para obtener semillas
de esta poblacidon RM que fuesen también resistentes a los inhibidores de ALS, se
pulverizaron los individuos con P a la dosis recomendada (DR), y al cabo de los
dias, se seleccionaron tanto las plantas hembra como los individuos machos que
sobrevivieron al tratamiento. Para obtener las semillas con las que desarrollar los
experimentos fisiolégicos y las mediciones analiticas, se eligio, de entre los
individuos hembra supervivientes, una hembra muy prolifica y con buen estado
fisiolégico dias después del tratamiento herbicida. Esta hembra se polinizd
manualmente con varios individuos macho supervivientes al piritiobac, ubicados
en la misma camara de crecimiento que la hembra y se obtuvieron las semillas
maduras. Previo a la caracterizacién de la RM, se determinaron las dosis herbicidas
utilizadas para el estudio y se realiz6 un seguimiento visual en el crecimiento de
las plantas.

4.1.1 EFECTOS VISUALES EN EL CRECIMIENTO Y LETALIDAD DE LAS
DOSIS RECOMENDADAS DE G Y/O PIRITIOBAC

La dosis de aplicacion de G fue la misma para ambas poblaciones y se decidi6 en
funcién de estudios preliminares. Esta dosis fue de 0,84 kg /ha, DR en campo para
el control de plantas de A. palmeri cuya altura no superase los 46 cm (Culpepper
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et al, 2006). Para la eleccion de esta DR también se tuvo en cuenta los estudios
previos realizados por (Fernandez-Escalada et al, 2016), en las poblaciones S y
RG de acuerdo con los efectos dosis-respuesta en la biomasa y en el contenido
en siquimato.

La eleccién de la DR de P se realizd teniendo en cuenta la referencia de los
trabajos de investigacion realizados con este herbicida en plantas de A. palmeri.
Esta dosis fue de 89 g ai/ha, dosis utilizada con frecuencia para el control de
poblaciones de A. palmeri en campos de algodén (Gossypium hirsutum L.) (Wise
et al, 2009).

Para la aplicacién conjunta de ambos herbicidas, GP, se utilizaron las mismas
cantidades que para las aplicaciones individuales, pulverizando primero el Gy una
hora después P. El orden de pulverizacion de los herbicidas se decidié en funcién
de criterios propios de visualizacion del estado de las plantas durante el trabajo
de laboratorio.

Se realizé un seguimiento visual para determinar los efectos producidos sobre el
crecimiento vegetal 3 dias después de la aplicacién de los tratamientos
herbicidas. La especie objeto de estudio, A. palmeri, presentd un desarrollo
vegetal heterogéneo con alta variabilidad entre las plantas, tanto en los
individuos control (C) como en los tratados, en las dos poblaciones, S y RM
(Imagen 4.1).

Imagen 4.1. Ejemplo de la variabilidad en el crecimiento vegetal de las plantas C de la poblacién S
en A. palmeri, 3 dias después de la aplicacion de los tratamientos.

En ambas poblaciones, las plantas C mostraron un crecimiento bastante
heterogéneo, como muestra su aspecto 3 dias después de la aplicacion de los
tratamientos, que en el caso de los controles es agua (Figura 4.1.A). El desarrollo
vegetal de los individuos de la poblacion S se vio claramente afectado por los
tres tratamientos (Figura 4.1). Por el contrario, en la poblacién RM las plantas
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apenas presentaron sintomas destacables en el crecimiento bajo ninguno de
los tratamientos (Figura 4.1).

Al tercer dia de tratamiento, las plantas tratadas con G de la poblacién S
mostraron rapidamente una reduccién importante en el crecimiento vegetal
comparado con el resto de tratamientos (Figura 4.1.B). También se observaron
dafos foliares visibles como clorosis, arrugamientos y quemaduras en hojas
nuevas y viejas (Imagen 4.2.A 'y 4.2 B). Las plantas tratadas con G en la poblacion
RM, fueron las menos afectadas en su desarrollo vegetal, en comparaciéon con
el resto de los tratamientos (Figura 4.1.B).

El tratamiento con Py con GP, produjo en ambas poblaciones dafos fisiolégicos
comunes como amarillamientos y quemaduras foliares (Figura 4.1.C y 4.1.D),
(Imagen 4.2.C), ademas de un gran desarrollo de las ramificaciones en las hojas
(Imagen 4.3). Estos efectos fueron mas visibles en la poblacién S, que en la
poblacion RM (Figura 4.1.C y 4.1.D). Asimismo, en los individuos de la poblacion
S la reduccién en el crecimiento vegetal producida por estos dos tratamientos,
no estuvo tan marcada a corto plazo como lo observado en las plantas tratadas
con G.
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A. CONTROL

. GLIFOSATO

Figura 4.1. Efectos de la aplicacion de G (B), P (C), y la mezcla GP (D) en plantas de A. palmeri de
la poblacién Sy RM, a los 3 dias de tratamiento herbicida. Los tratamientos se compararon con
plantas C (A) en cada poblacién.
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Para la evaluacion visual de la resistencia a G y P de la poblacién RM vy del
momento de la muerte de las plantas S, se dejaron algunos individuos durante
mas tiempo. Practicamente todos los individuos S tratados con G murieron a
los 7 - 10 dias. Sin embargo, la letalidad provocada por P y por GP fue maés
variable y algunas plantas tardaron mas de 10 dias en morir. En el caso de la
poblacion RM, transcurridos 20 dias desde la aplicacién de los tratamientos, las
diferencias con respecto a los controles fueron muy evidentes, especialmente
en el caso de las plantas tratadas con P y con GP, cuyo crecimiento se vio mucho
mas afectado (Imagen 4.4) pero en ninguno de los casos las plantas llegaron a
morir (Imagen 4.4).

Imagen 4.2. Efectos de la aplicacion de Gy P en plantas de A. palmeri de la poblaciéon S a glifosato
e inhibidores de ALS a los 3 dias de tratamiento en el momento del muestreo. A) Clorosis en las
hojas producido por G. B) y C) Quemaduras foliares producidas por G y por P respectivamente.

PIRITIOBAC

Imagen 4.3. Efectos de la aplicacién de P en plantas de A. palmeri de la poblacion Sy RM, 20 dias
después de la aplicacion de los tratamientos.
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Control Glifosato Piritiobac sodio),  ciifosato + piritiobac s0

— i,

Imagen 4.4. Efectos de la aplicacion de G, Py GP en plantas de A. palmeri de la poblacién RM, 20
dias después de la aplicacién de los tratamientos.

4.1.2 CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A GLIFOSATO

4.1.2.1 DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS RELATIVO DEL GEN
EPSPS

Con el objetivo de determinar el nimero de copias del gen EPSPS y confirmar
si el mecanismo de resistencia a G era target site resistant (TSR) por
amplificacion génica en la poblacién RM, se realizé una PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-qPCR) utilizando como referencia un gen de copia Unica, CPS,
y comparando los resultados con los individuos de la poblacién S.
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Figura 4.2. NUmero de copias relativas del gen 5-enolpiruvil-siquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)
relativo al gen carbamoil fosfato sintasa (CPS) en individuos de la poblacion S (blanco) y de la
poblacién RM (negro) de A. palmeri (Media + ES; n=58, para la poblacién S y n=71, para la
poblacién RM). En el gréfico, las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre cada poblacion (p value<0.05, t-Student test).
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Los individuos de la poblaciéon S mostraron un nimero muy bajo de copias, con
un promedio de 0,80 + 0,04 copias relativas de EPSPS frente a CPS (Figura 4.2).
Sin embargo, todos los individuos de la poblacion RM presentaron
amplificacion génica con un minimo de 30 copias, e incluso se encontraron
individuos con mas de 90 copias relativas del gen EPSPS. El valor promedio fue
de 58,1 + 2,21 (Figura 4.2). Estos resultados confirmarian que el mecanismo de
resistencia al glifosato en la poblacién RM era TSR por amplificacién génica de
EPSPS.

4.1.2.2 CONTENIDO EN SIQUIMATO

El contenido en siquimato fue medido espectrofotométricamente después de
extraerlo de los discos de hojas de plantas tratadas con G, Py con GP. En cada
poblacion, los resultados obtenidos para cada tratamiento herbicida se

compararon con los controles.

En primer lugar, se observé que el contenido en siquimato de las plantas C fue
muy bajo en las dos poblaciones, con una media de 0,3 pg/disco (Figura 4.3). El
tratamiento con G resultoé en un incremento significativo observado en ambas
poblaciones (Figura 4.3), sin embargo, este aumento fue 5 veces mayor en los
individuos de la poblacién S que en los de la poblacién RM. Tal y como se
esperaba, la aplicacion individual de P no modificé el contenido en siquimato
en ninguna de las dos poblaciones (Figura 4.3).

En la poblacion S, el tratamiento con G provoco un incremento de mas de 20
veces el contenido en siquimato observado en las plantas control (Figura 4.3),
y el tratamiento GP provoc6 una acumulacion similar e incluso superior (Figura
4.3). En la poblacién RM, el G provocé un incremento mucho menor (apenas 6
veces) y con el tratamiento GP la acumulacion fue de apenas 3 veces (Figura
4.3).
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Figura 4.3. Contenido en siquimato en hojas de A. palmeri; poblacion S (barras blancas) y poblacion
RM (barras negras). Las plantas fueron tratadas con G (0,84 kg/ha), con P (89 g/ha), la mezcla GP y
plantas sin tratar (C) (Media + ES; n=22-27 para la poblacién S, n=11-21 para la poblacién RM). En
cada grafico, las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).

4.1.2.3 CORRELACION ENTRE EL NUMERO DE COPIAS DEL GEN EPSPS
Y EL CONTENIDO EN SIQUIMATO

Para complementar la caracterizacion de la resistencia a G en la poblacién RM,
se correlacion6 el nimero de copias del gen EPSPS con el contenido en
siquimato en los individuos tratados con G y GP, y se compararon con los datos
obtenidos para los individuos de la poblacion S tratados también con G y GP
(Figura 4.4).

Se pudo establecer una relacién inversa entre la amplificacién del gen EPSPS y
el contenido en siquimato. Todos los individuos de la poblacién S tratados con
G o con GP, presentaron un nimero de copias muy bajo (entre 0,4 y 1,5 copias
relativas del gen EPSPS) que se correlacionaron con una alta acumulacion en el
contenido en siquimato (entre 3 y 14 pg/disco), mientras que los individuos de
la poblacién RM acumularon menos siquimato con mas copias de EPSPS (Figura
4.4).

Sin embargo, no fue posible detectar una correlaciéon directa entre el nivel de
siquimato y el numero de copias génicas, ya que independientemente del
numero de copias del gen, algunos individuos RM acumularon una cantidad
modesta de siquimato y otros mostraron niveles de siquimato solo ligeramente
por encima del resto.
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Figura 4.4. Relacion entre el nimero de copias génicas del gen EPSPS relativo al gen CPS y
acumulacién de siquimato después del tratamiento con G y con la mezcla GP. Plantas de la
poblacién S (circulos grises, n= 26) y plantas de la poblacién RM (circulos negros, n= 31).

4.1.3 CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A INHIBIDORES DE
ALS

Una vez caracterizado el mecanismo de resistencia TSR a G en los individuos
RM por ampilificacion génica, se procedid a la caracterizacion de la resistencia
a inhibidores de ALS, para determinar qué tipo de mecanismos TSR estaban
involucrados. Para ello se estudiaron los mecanismos moleculares de
amplificacion génica y de analisis de la presencia de mutaciones en el gen ALS.
Por ultimo, para complementar el estudio de la sensibilidad al herbicida P, se
evalué in vitro la actividad enzimatica ALS.

4.1.3.1 DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS RELATIVO DEL GEN
ALS

Se analizd el nUmero de copias del gen ALS de los individuos de la poblacion
RM, para comprobar si el mecanismo de resistencia a inhibidores de ALS era
TSR por amplificacion génica. Los resultados se compararon con los individuos
de la poblacién S. Al igual que el estudio del gen EPSPS, la amplificacion del
gen ALS fue estudiada por RT-gPCR y se tomo el gen CPS como gen de
referencia o gen de control. Nuestros resultados revelaron que los individuos
analizados de la poblacién S tenian un promedio de 1,52 + 0,05 copias del gen
(Figura 4.5). Los individuos de la poblacion RM presentaron resultados similares
con valores promedio 1,57 + 0,03 copias del gen ALS.
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Figura 4.5. NUmero de copias relativas del gen acetolactato sintasa (ALS) relativo al gen CPS en
individuos de la poblaciéon S (barra blanca) y de la poblacion RM (barra negra) de A. palmeri (Media
+ ES; n=53, para la poblacién Sy n=71, para la poblacién RM). En el gréfico, las letras diferentes se
refieren a diferencias estadisticamente significativas entre cada poblacion (p value<0.05, t-Student
test).

En base a estos resultados, al no encontrarse diferencias significativas entre
ambas poblaciones, se descarté este mecanismo de resistencia TSR a
inhibidores de ALS en la poblacion RM.

4.1.3.2 IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN ALS

Se analizd la presencia de posibles mutaciones en los individuos de la poblacién
RM, que confiriesen resistencia al herbicida P, para asi poder confirmar que el
mecanismo de resistencia a inhibidores de ALS en esta poblacién fuera TSR por
modificaciones de la diana. Se comparé con la presencia de posibles
mutaciones en individuos de la poblacién S, para confirmar la ausencia de
resistencia a inhibidores de ALS. Estos resultados, obtenidos mediante
secuenciacion, se muestran en la Tabla 4.1y en la figura 4.6.

Conforme a lo esperado, la secuenciacién del gen ALS revelé que en la
poblacion S, el 100 % de los individuos analizados no presentaron mutaciones,
ni simples ni dobles (Tabla 4.1). En la poblacion RM, del total de 115 individuos
analizados, un 31 % de los individuos analizados no presenté polimorfismos de
nucledtidos y un 69 % si presentaron mutaciones puntuales; simples o dobles
(Figura 4.6.A), localizadas en 5 sustituciones de aminoacidos en la (s) regién (es)
conservada (s) de la secuencia de ALS, en concreto en las posiciones 574, 653,
122, 205 y 654, confirmando asi el mecanismo de resistencia TSR a P en esta
poblacion RM.
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Del total de individuos RM con mutaciones, un 40,18 % presentaron una
mutacién simple, y un 28,82 % contaron con mutaciones dobles (Figura 4.6.B).
Entre los individuos RM con una sola mutacion; el 19,22 % de los individuos
mostraron una mutacion en el codén 574, que contenia el cambio de TGG a
TTG, causando la sustitucion de triptéfano (Trp) por leucina (Leu), W574L (Tabla
4.1 y Figura 4.6.D). En el 13,10 % de los individuos RM que presentaron una
mutacion simple en la posicion 653, se detectdé que la mayoria de ellos
contenian el cambio AGC a AAC, sin embargo, en dos individuos el cambio
pudo ser de AGC a AAT, causando la sustitucion de Ser por Asn o de Ser por
Thr, S653N/T (Tabla 4.1 y Figura 4.6.D). Con menos frecuencia se detecto la
mutacién en el codon 122, tan sélo un 7,86 % de los individuos RM contenian
el cambio en la secuencia de nucledtidos de GCA a ACA, causando la sustitucién
del aminoéacido alanina (Ala) por Thr, A122T (Tabla 4.1 y Figura 4.6.D).

En los individuos RM con mutacién doble se encontraron sustituciones en los
cinco sitios de la secuencia aminoacidica del gen ALS. De entre todas ellas, la
mutacion W574L estuvo presente en todos los individuos analizados. Esta
mutacion junto con la sustitucidon S653N (W574L + S653N) fue la mas frecuente,
detectada en un 20,96 % del total de los individuos (Tabla 4.1 y Figura 4.6.C).
Menos comun fue la mutacion W574L + A122T, detectada en tan solo un 6,11
% (Tabla 4.1 y Figura 4.6.C). Solo dos individuos presentaron otras mutaciones
menos comunes; uno con la doble mutacién W574L + A205D y otro con W574L
+ G654S. La mutacion A205D ocurre en el codén 205, con el cambio de GCT a
GAT, causando la sustitucidon de Ala por Asparragina (Asp) y la mutacién G654S,
que tiene lugar en la posicion 654 del gen ALS, provoca el cambio de GGT a
AGT, sustituyéndose el aminoacido glicina (Gly) por Ser (Tabla 4.1 y Figura
4.6.C).
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Tabla 4.1. Identificacion del tipo de mutacién y de las sustituciones en el gen ALS en individuos de
la poblacién Sy en individuos de la poblacién RM de A. palmeri. Las sustituciones en el gen ALS
estan numeradas de acuerdo de la secuencia de referencia de A. thaliana L.

Posicion

.. Tipo de Cambios en | Sustitucion de | Nomenclatura % de
Poblacion .. en el gen . . T
mutacion ALS el codén AA Mutacion individuos
S - - - - - 100%
RM Simple 574 TGG/TTG Trp/Leu W574L 19,22 %
. AGC/AAC o Ser/Asn o
RM Simple 653 S653N/T 13,10 %
AGC/AAT Ser/Thr
RM Simple 122 GCA/ACA Ala/Thr A122T 7,86 %
TGG/TTG
/ Trp/Leu W574L
+
+ +
RM Doble 574+653 AGC/AAC o 20,96 %
Ser/Asn S653N
AGC/AAT
TGG/TTG Trp/Leu W574L
+ + +
RM Doble 574+122 6,11 %
GCA/ACA Ala/Thr A122T
TGG/TTG Trp/Leu W574L
+ + +
RM Doble 574+205 0,87 %
GCT/GAT Ala/Asp A205D
TGG/TTG Trp/Leu W574L
+ + +
RM Doble 574+654 0,87 %
GGT/AGT Gly/Ser G654S
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A)

31% Individuos
sin mutacion

69% Individuos con
mutacion simple o doble

B)

28,82%
Individuos con 2
mutacicnes
40,18%
Individuos con 1
mutacion
D) Individuos con 2 mutaciones C) Individuos con 1 mutacién
6,11 %
. 0
W574L+A122T Z{?gz{;
il 19,22 % ——
W574L
087 % _\
‘
20,96 % —m  W574L+G654S
W574L+S653N
N 0,87 % N 1310%
W574L+A205D Ses3N/T

Figura 4.6. A) Porcentaje de individuos RM de A. palmeri sin mutacién y con mutacién simple o
doble. B) Porcentaje de individuos de la poblacion RM que presentaron mutacién simple o
mutacion doble en el gen ALS. C) Porcentaje de individuos con los distintos tipos de mutacion
simple; W574L, S653N/T y A122T, con respecto al total de individuos analizados de la poblacién
RM. D) Porcentaje de individuos con los distintos tipos de mutacién doble; W574L + S653N, W574L
+ A122T y W574L + G654S y T574L + A205D, con respecto al total de individuos analizados de la
poblacién RM.
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4.1.3.3 GENOTIPADO DE LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS EN EL GEN
ALS

La secuenciacion del gen ALS, indic6 que las plantas resistentes con mutaciones
que dotaban de la resistencia a P, presentaron picos simples o dobles en los
cromatogramas de secuenciacién, lo que indicaba homocigosidad y
heterocigosidad. Para comprobar el genotipo por medio de ensayos dCAPs, se
disefiaron cebadores después de identificar las posiciones de los polimorfismos
de nucledtidos. No se realizaron ensayos para los codones 205 y 654 debido a
su escasa aparicion entre los individuos RM.

Todos los ensayos dCAPS se realizaron utilizando la mayoria de los individuos
de la poblacién RM que presentaron mutaciones puntuales en el gen ALS;
mutaciones simples (W574L, A122T y S653N/T) o dobles (W574L + S653N vy
W574L + A122T), y asi poder clasificar los individuos como resistentes
homocigotos (RR) o resistentes heterocigotos (RS). Los individuos de la
poblacion RM seleccionados para el genotipado, aparecen identificados con
cada numero. Como control, se genotiparon individuos de la poblacién S que
no presentaron cambios en ningun coddn y cuyo genotipo era homocigoto
(SS).

Los resultados obtenidos se muestran en los geles de agarosa (Figura 4.7),
donde aparecen reflejados los distintos patrones de digestiéon (amplicon
digerido, D, y amplicén no digerido, ND). Ademas, en la tabla 4.2 (apartado
4.1.3.4), se presentan también los resultados del genotipado junto con los
resultados del ensayo de evaluacion in vitro de la actividad enzimatica ALS, y
asi poder dar informacion completa acerca de las caracteristicas de resistencia
a piritiobac de cada uno de los individuos.

El ensayo dCAPS indicd que todos los individuos RM analizados que contenian
la mutacién simple S653N/T resultaron ser homocigotos (RR) (Tabla 4.2) y todos
los individuos que presentaron la mutacion simple W574L o A122T, resultaron
ser heterocigotos (RS) (Tabla 4.2). La mayoria de los individuos RM con la
mutacion doble W574L + S653N, resultaron ser RS para ambos codones (Tabla
4.3). Los dos individuos que mostraron la mutacion doble W574L + A122T
resultaron ser RS para ambas (Tabla 4.3). El Unico individuo en el que se
encontro la mutacion W574L + A205D, sélo se analizd la mutacion W574L, que
resultd ser RS (Tabla 4.3). Independientemente de si la mutacion W574L fue
simple o doble, siempre estuvo presente en heterocigosis (RS).
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Figura 4.7. Ensayo dCAPS desarrollado para las sustituciones en las posiciones W574, S653 y A122
del gen ALS en individuos RM (numerados) e individuos S (indicados con la letra S) de A. palmeri.
ND: Muestra no digerida; D: Muestra digerida. Circulo blanco; individuos con mutacion simple;
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Circulo negro; individuos con mutacién doble. A) A122: la secuencia salvaje (WT) produce una Unica
banda D de 217 bp, mientras que la mutante cuando es homocigota (RR) produce una banda ND
de 246 bp, pero cuando es heterocigota (RS), se pueden observar dos bandas, una ND de 246 bp y
una D de 217 bp. B) S653: secuencia WT: banda D de 214 bp, mutante RR: banda ND de 241 bp,
mutante RS; banda ND de 241 bp y banda D de 214 bp. C) W574: secuencia WT: banda D de 230
bp, mutante RR: banda ND de 256 bp, mutante RS: banda ND de 256 bp y banda D de 230 bp.

4.1.3.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA ALS IN VITRO EN PRESENCIA DEL
HERBICIDA PIRITIOBAC

Se realizaron ensayos de inhibicién de la actividad ALS a partir de extractos
enzimaticos de hojas de plantas de individuos de la poblacién RM, para
determinar los niveles basales de la actividad, la sensibilidad del enzima ALS, y
el nivel de resistencia a P y con ello correlacionarlos con las mutaciones
observadas (4.1.3.2).

Respecto a la actividad del extracto enzimatico ALS a nivel basal, los valores en
los individuos de la poblacién RM con mutaciones simples fueron muy similares
ala media del valor basal encontrado en los individuos de la poblacién S (Figura
4.8). En cambio, los individuos de la poblaciéon RM con la mutacién doble W574L
+ S653N, mostraron un nivel basal de ALS significativamente superior, con una
media de 0,044 ng acetolactato*mg™" prot h™' (Figura 4.8). Entre los individuos
RM analizados, los dos Unicos individuos con la mutacién doble W574L + A122T
y el Unico individuo con la mutacion doble W574L + A205D, mostraron valores
basales de ALS similar a los encontrados en los individuos con mutacion simple,
entre 0,015 y 0,023 ng acetolactato*mg™ prot h™".

Para obtener el factor de resistencia (FR), se realizé una incubacién in vitro de
los extractos con un rango del herbicida P de 0 a 100 pM. Primero se calcularon
los porcentajes de la actividad especifica ALS para cada concentracién
herbicida, con respecto al extracto sin herbicida que representaban el 100 % de
la actividad. A partir de estos valores obtenidos en %, se desarrollaron curvas
de inhibicion de la actividad ALS para cada individuo. En el presente trabajo
aparecen reflejadas varias curvas de inhibicion representativas de individuos de
las poblaciones Sy RM (4.9.A y 4.9.B). De cada curva, y a partir de la ecuacién,
se calculé el parametro Iso ([herbicida] que causa una inhibicién del 50 % de la
actividad). Los resultados de este pardmetro de la curva junto con el pardmetro
R? (coeficiente de determinacion del ajuste utilizado), aparecen especificados
en la tabla suplementaria 1. para cada uno de los individuos.
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Figura 4.8. Actividad basal del enzima ALS en los individuos RM con mutaciones simples (barras
de color gris) y con mutacién doble (barra de color negro), comparandolo con la actividad basal en
los individuos de la poblacién S, sin mutaciones presentes (barra de color blanco) (Media + ES; n=6
para la poblaciéon Sy n = 3-9 para la poblacién RM). Las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).

Analizando las curvas de actividad enzimatica, se observé que en los individuos
representativos de la poblacién S la inhibicion de la actividad ALS fue notable
a partir de la concentracién de herbicida: 0,01 uM (Figura 4.9.A y B). La actividad
ALS del individuo RM representativo de la mutacion simple W574L, empezo a
inhibirse a partir de la concentracion 10 pM, pasando de valores del 63 % a
valores del 20 % con la concentracién mas alta; 100 uM. Sin embargo, en los
individuos RM representativos de las mutaciones simples S653N y A122T, la
inhibicidn de la actividad ALS fue notable a partir de 0,1 uM (Figura 4.9.A). En
los dos individuos RM representativos de la mutacion doble W574L + S653N,
la actividad ALS se mantuvo en valores superiores al 70 % con 1 uM (Figura
4.9.B), a partir de ahi, se produjo una inhibicién, pero en ningin caso alcanzd
valores menores al 20 % con la concentracion mas elevada de herbicida (Figura
4.9.B).
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Figura 4.9. Efecto de la incubacion in vitro con P en los extractos de hojas sobre la actividad ALS.
Los resultados se expresan en porcentaje de actividad ALS relativa a los extractos no tratados. A)
Curvas de actividad enziméatica de 3 individuos RM representativos de las mutaciones simples;
WH574L (cuadrado negro), S653N (circulo negro) y A122T (rombo negro) comparado con un
individuo de la poblaciéon S (circulo blanco). B) Curvas de actividad enzimatica de 2 individuos RM
representativos de la mutacién doble W574L + S653N (circulo y cuadrado negro), comparado con
un individuo de la poblacién S (circulo blanco).

159



RESULTADOS

8

w
]
S

g

8
—— o

Factor de resistencia (FR)

Al22T7 S653N W574L W574L+ S653N

Mutaciones en el gen ALS

Figura 4.10. Valores promedio del FR para los individuos de la poblacién RM con mutaciones
simples (barras de color gris) y con la mutacion doble (barra de color negro). Los valores del FR
representan el cociente Iso RM/ Iso S. (Media + ES; n = 3-9). Las letras diferentes se refieren a
diferencias estadisticamente significativas entre cada tipo de mutacién (ANOVA, HSD Tukey/T3
Dunnet test, p-value <0.05).

En relacion al parametro FR, este se calculd a partir del cociente entre el valor
del Iso de cada individuo de la poblacién RM y el valor Iso promedio de los
individuos de la poblacién S (0,038 uM, n=6). En la tabla 4.2 aparecen
especificados los valores del FR para cada uno de los individuos analizados,
ademas del tipo de mutacidn presente y su genotipo correspondiente, tal y
como se describe en el apartado anterior (4.1.4.3). Para facilitar la clasificacién
y la interpretacién de los resultados del FR, se utilizaron los siguientes rangos
(Tabla 4.2): los individuos con un FR entre 1y 50, se consideré un FR bajo,
aquellos individuos con un FR entre 50 y 100 se considerd como moderado-
alto y un FR mayor de 100 se consider6 alto. En el caso de los individuos con
un nivel mayor de 500, el FR fue muy alto. La mayoria de los individuos con las
mutaciones simples, A122T presentaron un FR bajo, menor de 10, sin embargo,
también se detectaron algunos individuos con un FR muy alto (Figura 4.10)
comprobandose una vez mas la variabilidad en la resistencia a P. De igual forma
que lo observado para A122T, la mayoria de los individuos con la mutacion
simple S653N, también presentaron un FR bajo, a excepcién de un individuo
que presentd un FR alto, de 250 (Tabla 4.2). Los individuos con la mutacion
simple W574L presentaron valores de FR muy heterogéneos, menores de 50 y
hasta muy altos con valores hasta de 600 (Tabla 4.2). Los que tenian la mutacion
doble W574L + S653N presentaron valores de FR altos y muy altos (mayores de
100), sin embargo, estos incrementos observados no fueron significativos en
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ninguno de los casos debido a la gran variabilidad de los datos obtenidos
(Figura 4.10).

En base a los valores de dichos parametros y a los valores del FR (Figura 4.10.y
Tabla 4.2) se puede determinar que la resistencia al herbicida piritiobac en los
individuos de la poblacion RM estuvo asociada a mecanismos TSR por
mutaciones en el gen ALS, pero esta resistencia fue muy heterogénea y
dependiente en todo caso, del tipo de mutacion presente.

Tabla 4.2. Caracterizacién de la resistencia a P en los individuos de la poblacién RM. Los datos
sobre las mutaciones se obtuvieron a partir de la secuenciacién de los individuos, los datos sobre
los genotipos, se obtuvieron a partir del ensayo dCAPS desarrollado para las sustituciones A122T,
S653N/T y W574L en el gen ALS y los datos de los FR, se obtuvieron a partir las curvas de actividad
enzimatica. Los resultados se presentan en funcién del tipo de mutacion, simple o doble y estan
organizados de menor a mayor FR. Las lineas — en la columna genotipo indican los individuos en
los que no se realizé el ensayo dCAPS.

Poblacién Individuo Tipo d,e Mutacion | Genotipo FR
mutacion
S 2 Sin mutacion Sin mutacion SS -

RM 85 W574L RS 2,2
RM 72 W574L RS 28,4
RM 87 W574L RS 40,4
RM 66 W574L RS 61,7
RM 107 W574L RS 144,3
RM 44 W574L - 363,5
RM 25 W574L RS 521,8
RM 28 SIMPLE W574L RS 573,7
RM 61 W574L RS 591,2
RM 89 S653N RR 3,23
RM 88 S653N RR 3,41
RM 1 S653N/T - 5.2
RM 45 S653N - 7,87
RM 101 S653N RR 7,87
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RM 51 S653N RR 8,29
RM 86 S653N RR 11,33
RM 6 S653N/T - 11,6
RM 73 S653N RR 36,84
RM 77 S653N RR 195,67
RM 27 A122T RS 4,98
RM 80 A122T RS 9,44
RM 76 A122T RS 250,91
RM 29 WS574L+S653N RS+RS 97,31
RM 19 W574L+S653N RS+RS 109,40
RM 18 W574L+S653N RS+RS 119,19
RM 56 W574L+S653N - 380,75
RM 46 WS574L+S653N - 426,20
DOBLE
RM 60 W574L+S653N RS+RS 476,30
RM 63 W574L+A122T RS+RS >500
RM 112 W574L+A205D RS+ - >500

Una vez caracterizada la resistencia a inhibidores de ALS, se concluye que los
mecanismos TSR involucrados estaban relacionados con la presencia de
mutaciones en el gen ALS, siendo la mutacion puntual W574L la mas comun
observada entre los individuos con mutacién simple y presente en todos los
individuos con mutacion doble. Los estudios de sensibilidad a P ayudaron a
completar esta caracterizacion y los niveles de resistencia fueron mayores en
los individuos que tenian la mutacion simple W574L o la mutacion doble mas
frecuentemente encontrada; W574L + S653N.
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4.2 EFECTO DE LOS HERBICIDAS GLIFOSATO Y/O
PIRITIOBAC EN LAS RUTAS DE BIOSINTESIS DE
AMINOACIDOS AROMATICOS Y RAMIFICADOS

Una vez caracterizadas las bases moleculares de la resistencia a glifosato y a
inhibidores de ALS, se profundizé en el estudio del perfil fisiologico de los
individuos RM que tenian ambos mecanismos TSR y de los individuos de la
poblacion S, tras la aplicacion individual de los herbicidas y de la mezcla. Es
decir, las determinaciones fisioldgicas se realizaron solo en individuos RM en
los que se habia detectado un nivel de amplificacién génica de EPSPS
significativo (superior a 30 copias) y alguna mutacion en el gen ALS.

Mediante la técnica qPCR-RT, se estudio la expresidn génica de 9 enzimas de la
ruta de BAAy de 4 enzimas de la ruta BAR, en la poblacién RM, y en la poblacion
S, en plantas de A. palmeri. La abundancia relativa de transcritos fue
normalizada para cada individuo usando el gen S-tubulina (usado como house
keeping). Ademas, mediante la técnica analitica inmunoblotting o
inmunotransferencia, se midié el contenido de dos enzimas fundamentales de
la ruta de BAA; EPSPS, proteina objetivo del herbicida glifosato y DAHPS,
proteina encargada de regular la entrada de carbono en la via del siquimato.
En cada poblacién, los resultados obtenidos para cada tratamiento herbicida se
compararon con los controles.

4.2.1 EXPRESION DE LOS GENES DE LA RUTA DE BIOSINTESIS DE
AMINOACIDOS AROMATICOS (BAA)

En ausencia de tratamiento, las plantas de la poblacion RM mostraron valores
de expresion diferentes y estadisticamente significativos con respecto a los
valores de la poblacién S, con la excepcion de los niveles de transcritos de los
genes DHQS (Tabla 4.3.A) y CS y AS (Tabla 4.3.B). Estos cambios significativos
detectados en la mayoria de transcritos fueron leves, de 2-3 veces mas en la
poblacion RM que en la poblacion S, excepto para el nivel de transcritos del
gen EPSPS, que increment6 130 veces mas en la poblacién RM (Tabla 4.3.B),
coherente con la amplificacién génica descrita en el apartado 4.1.2 y similar a
los resultados de Fernandez-Escalada et al,, (2017), con una poblacion resistente
a G por el mismo mecanismo. SK fue el Unico gen que presentd un nivel de
expresion mas bajo en la poblacion de RM que en la de S.
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En la poblacién S se observé una induccion generalizada bajo el tratamiento
individual con G (Figura 4.11 y Figura 4.12) aunque este aumento sélo fue
significativo en el gen DAHPS en la parte de la ruta de BAA pre-EPSPS (Figura
4.11.A), en EPSPS (Figura 4.12.A) y en CS (Figura 4.12.B) en la parte de la ruta
BAA post-EPSPS. Por el contrario, el G no afectd a la expresion de los genes de
la ruta de BAA en la poblacién RM, salvo un incremento residual observado en
el gen SK (Figura 4.11.D).

Con la excepcion de los niveles de transcritos de los genes CM2 y CM1-3 el
tratamiento P provocd en la poblacion S un incremento significativo del resto
de los genes de la ruta de BAA (Figura 4.11 y Figura 4.12). En la poblacién RM
el tratamiento herbicida P no afect6 a la abundancia de transcritos de la ruta
BAA, salvo para el gen SK (Figura 4.11.D) en el que se observd un incremento
significativo.

El incremento en la expresion detectado en la poblacién S después del
tratamiento individual con P, fue atenuado con la mezcla GP, siendo solo
significativo el incremento para DQSD (Figura 4.11.C). En los genes CM2'y CM1-
3, el incremento en la expresién con GP también fue significativo, efecto que
no se detectd con las aplicaciones individuales (Figura 4.12.C y D). En la
poblacion RM, soélo el aumento en la expresion del transcrito DAHPS fue
significativo después del tratamiento GP (Figura 4.11.A).

Tabla 4.3. Ratio de abundancia relativa de transcritos de la poblacién RM frente a la poblacion S
medida con qRT-PCR y normalizada usando el gen -tubulina. A) Abundancia de transcritos en los
genes pre-EPSPS. B) Abundancia de transcritos en los genes post-EPSPS. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (p value<0.05, t-Student test).

A) Enzima DAHPS DHQS DQSD SK
Expresién

relativaenlas | 334%,031 | 0,86+0,13 | 235%+0,17 | 0,59%+0,08
plantas control

R/S

Enzima EPSPS cs cM2 CM1-3 AS

Expresion
relativaenlas | 13)57%,14,95 | 1,09£0,14 | 206%+0,14 | 293*+037 | 1,18%0,19
plantas

control R/S
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Figura 4.11. Abundancia de transcritos en los genes pre-EPSPS de la ruta de biosintesis de
aminoacidos aromaticos (BAA). Los genes analizados fueron: A) 3-desoxi-D-arabino-heptulosanato
7-fosfato sintasa (DAHPS) B) Dehidroquinato sintasa (DHQS), C€) 3-dehidroquinato
deshidratasa/siquimato deshidrogenasa (DQ/SD), D) Siquimato kinasa (SK). Las medidas se
tomaron en hojas de dos poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras blancas), y resistente
multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89
g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 3-11). En cada grafico, los asteriscos
indican diferencias significativas entre los controles (p value<0.05, t-Student test) y las letras
diferentes se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en cada
poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).
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Figura 4.12. Abundancia de transcritos en los genes post-EPSPS de la ruta de biosintesis de
aminoacidos aromaticos (BAA). A) 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), B) Corismato
sintasa (CS), €) Corismato mutasa isoforma 2 (CM2) y D) Corismato mutasa isoforma 1y 3 (CM1-3)
y E) Antranilato sintasa (AS). Las medidas se tomaron en hojas de dos poblaciones de A. palmeri;
sensible (S, barras blancas), y resistente mdltiple (RM, barras negras) 3 dias después de los
tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media
+ ES; n = 3-11). En cada grafico, los asteriscos indican diferencias significativas entre los controles
(p value<0.05, t-Student test) y las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).

En general, se observd como los tratamientos herbicidas produjeron menos
efecto en la expresion de los genes de la ruta de BAA de la poblacion RM que
en la poblacién S. El efecto del herbicida P produjo las mayores acumulaciones
significativas en los individuos S, que fueron atenuadas bajo el tratamiento GP.

4.2.2 CONTENIDO DE LOS ENZIMAS EPSPS Y DAHPS

En el estudio de los niveles de proteina DAHPS la cantidad de proteina total
cargada en el gel fue la misma para ambas poblaciones (40 ug) y se observo
que este enzima estaba en la banda entorno a los 50 kDa (Figura 4.13). A pesar
de que todos los tratamientos causaron un aumento de los niveles de DAHPS
en comparacion con el control para la poblacién S, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. En la poblacion RM, tampoco se detectaron
diferencias significativas en respuesta a los diferentes tratamientos herbicidas”
(Figura 4.13).
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Figura 4.13. Cantidad del enzima DAHPS. Se normaliz6 la intensidad de las bandas con respecto
al control de cada poblacion; sensible (S, barras blancas) y resistente multiple (RM, barras negras).
En la parte de abajo aparece una inmunotransferencia representativa. Las muestras se tomaron 3
dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas
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sin tratar (C) (Media + ES; n = 4). En cada gréfico, las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3
Dunnet test, p-value <0.05).

Debido al diferente nivel basal de enzima EPSPS de cada poblacion, se cargo
15 pg de proteina total por pocillo en el gel para la poblacién RM y 80 ug de
proteina total por pocillo en el gel para la poblacion S. Se detectd una banda a
50 kDa para el enzima EPSPS (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Cantidad del enzima EPSPS. Se normalizé la intensidad de las bandas con respecto al
control de cada poblacién; sensible (S, barras blancas) y resistente multiple (RM, barras negras). En
la parte de abajo aparece una inmunotransferencia representativa. Las muestras se tomaron 3 dias
después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin
tratar (C) (Media + ES; n = 4). En cada grafico, las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3
Dunnet test, p-value <0.05).

En el estudio de los niveles de proteina EPSPS, a pesar de que todos los
tratamientos causaron un aumento en comparacion con el control para la
poblacion S, no se detectaron diferencias significativas bajo ninguno de los
tratamientos (Figura 4.14). Sin embargo, en la poblacién RM el contenido del
enzima EPSPS Unicamente incrementd de manera significativa bajo el
tratamiento con P (Figura 4.14).
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4.2.3 EXPRESION DE LOS GENES DE LA RUTA DE BIOSINTESIS DE
AMINOACIDOS RAMIFICADOS (BAR)

En ausencia de herbicida, los resultados mostrados en este estudio indican que
la poblacién RM presentaba un incremento bastante importante en los niveles
de transcritos de dos de los cuatro enzimas de la ruta de BAR; AHAIR y TA (Tabla
4.4).

Cuando el G se aplicé individualmente, tan solo se detectaron cambios
significativos en la expresién de TA en la poblacion S (Figura 4.15.D). En la
poblacion RM no se detectaron cambios en la expresion de ninguno de los
genes (Figura 4.15).

No se observaron cambios significativos en la expresién de los genes de la BAR
en la poblacién S, después de la inhibicion de ALS con la aplicacion de P. Sin
embargo, en la poblacion RM, los niveles de expresion del gen TA
incrementaron de manera significativa (Figura 4.15.D).

Con la mezcla GP se observé un aumento significativo de la expresién de TA
(Figura 4.15.D) en ambas poblaciones. Cabe sefalar, que en la poblacién RM,
también se observé un aumento significativo de DHAD con la mezcla (Figura
4.15.C), al contrario que el nivel de expresion del gen AHAIR, que disminuyé de
manera significativa (Figura 4.15.B).

Tabla 4.4. Ratio de abundancia relativa de transcritos entre los individuos control de la poblacién
RM frente a la poblacién S medida con qRT-PCR y normalizada usando el gen B-tubulina. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p value<0.05, t-Student test).

Enzima AHAS AHAIR DHAD TA

Expresion relativa

en las plantas | 1,01+0,09 10,69*+0,66 1,11+0,15 6,58%+0,72
control R/S
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Figura 4.15. Abundancia de transcritos en los genes de la ruta de biosintesis de aminoacidos
ramificados (BAR). A) Acetohidroxiacido sintasa (AHAS), B) Acetohidroxiacido isomero reductasa
(AHAIR), €) dihidroxiacido deshidratasa (DHAD) y D) transaminasa de la biosintesis de aminoacidos
ramificados (TA). Las medidas se tomaron en hojas de dos poblaciones de A. palmeri; sensible (S,
barras blancas), y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los tratamientos
herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 3-
11). En cada grafico, los asteriscos indican diferencias significativas entre los controles (p
value<0.05, t-Student test) y las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).
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En general, el nivel basal de la expresiéon de los genes de BAR muestra una
importante induccion en la expresion de la mitad de los genes en la poblacion
RM. No se observaron efectos significativos de los tratamientos herbicidas en
la expresién de la mayoria de genes de BAR en la poblacién S, a excepcién de
TA. En la poblacién RM, la mayoria de cambios detectados fueron bajo el
tratamiento GP, principalmente en el gen AHAIR y en TA.

4.3 EFECTO DEL HERBICIDA GLIFOSATO Y/O PIRITIOBAC
EN EL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS

Para continuar profundizando en el estudio del perfil fisiologico de las
poblaciones RM y S de A. palmeri, se midié en hojas el contenido de los
carbohidratos solubles (glucosa, fructosa y sacarosa), su suma; carbohidratos
solubles totales (CHST) y el contenido de almiddn, a los tres dias después del
tratamiento herbicida con G, P y la mezcla GP.

Se comparé el contenido de carbohidratos solubles y de almidén en los
controles de ambas poblaciones. En ausencia de herbicida, no se observaron
diferencias en la suma de CHST, ni en el contenido individual de cada
carbohidrato soluble, ni en el contenido en almidén.

En la poblacién S, se detect6é un incremento general en el contenido de CHST
que fue significativo para cada uno de los tres tratamientos (Figura 4.16.A). En
la poblacion RM, la acumulacion de CHST fue muy pequefia en comparacion
con lo observado en la poblacién S, y sélo el tratamiento con P provocé un
incremento significativo (Figura 4.16.A).

El tratamiento con G, provocd un aumento significativo de glucosa y sacarosa
en la poblacién S (Figura 4.16.D), cambios que no se detectaron en la poblacién
RM.

Después de la aplicacién de P y GP, los tres azlcares se acumularon de manera
significativa en la poblacién S (Figura 4.16.B.C.D). Sin embargo, en la poblacién
RM, unicamente se observé un aumento significativo en la sacarosa (Figura
4.16.D), si bien fue mucho menor al observado en la poblacién S.
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Figura. 4.16. A) Contenido de carbohidratos solubles totales (CHST; suma de glucosa, fructosa y
sacarosa). B) Glucosa, C) Fructosa y D) Sacarosa. Las medidas se tomaron en hojas de dos
poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras blancas), y resistente multiple (RM, barras negras) 3
dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas
sin tratar (C) (Media * ES; n = 5-13). En cada gréfico, las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3
Dunnet test, p-value <0.05).
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Ambos herbicidas aplicados de manera individual, indujeron la acumulacién de
almidoén en plantas de la poblacién S y en plantas de la poblacién RM (Figura
4.17). La mezcla de ambos herbicidas atenué la acumulacién observada, pero

aun y todo este aumento también fue significativo en ambas poblaciones
(Figura 4.17).
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Figura 4.17. Contenido de almid6n. Las medidas se tomaron en hojas de dos poblaciones de A.
palmeri; sensible (S, barras blancas), y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los
tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media
+ ES; n = 5-13). En cada grafico, las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).

En general, se detectdé una acumulacién de carbohidratos solubles en la
poblacion S con todos los tratamientos herbicidas. En la poblacion RM todos
los efectos fueron mucho menores, siendo significativo solamente una pequefia
acumulacién de sacarosa con el herbicida P. Todos los tratamientos provocaron
acumulacién de almidon en ambas poblaciones.
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4.4 EFECTO DEL HERBICIDA GLIFOSATO Y/O PIRITIOBAC
EN LOS AMINOACIDOS LIBRES Y EN EL PERFIL
PROTEOLITICO

Una vez conocida la respuesta fisioldgica de la ruta de BAA y BAR, y estudiado
el efecto en el contenido de azlcares (metabolismo del carbono), se procedié
al andlisis del metabolismo del nitrégeno. Para ello se analizd su patron de
respuesta en tres poblaciones de A. palmeri, S, RM y se afiadi6 en el estudio
una poblacién solo resistente a glifosato (RG, ver seccién 3.1.2). Se cuantifico la
variacion en el contenido de los aminoéacidos libres proteicos después de los
tratamientos con herbicida, poniendo especial hincapié en la variacién del
contenido de los aminoacidos aromaticos y de los aminoacidos ramificados. La
evaluacién del perfil de aminoacidos libres es de suma importancia, por su
vinculacion en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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Figura 4.18. Descripcién general de la biosintesis de aminoacidos en plantas (modificado de
(Coruzzi & Last, 2000).

En la figura 4.18 se muestra una descripcion general simplificada de todas las
rutas de biosintesis de aminoacidos analizadas; ruta de BAA, ruta de BAR,
aminoacidos mayoritarios entre los que se incluyen los aminoacidos acidos
(&cido glutamico, Glu, y acido aspartico, Asp), aminoacidos amidas (glutamina,
GIn, y asparragina, Asn), alanina (Ala), serina-glicina (Ser-Gly). Estos dos Ultimos
junto con el aminoéacido cisteina (Cys) son derivados del 3-fosfoglicerato.
También se determinaron los aminoacidos derivados del acido aspartico: Thr,
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metionina (Met) y lisina (Lys), y los aminoacidos derivados del glutamato:
arginina (Arg), histidina (His) y otro aminoacido muy relacionado con los
procesos de estrés abidtico, prolina (Pro). Por ultimo, el nivel del aminoacido
no proteico, el acido y-aminobutirico (GABA) también fue estudiado.

Para completar estos resultados, se estudié la actividad enzimatica de las
proteasas mas representativas; SHs, VPEs y PLCPs, valorando su implicacion en
la degradacién de proteinas y suministro de aminoacidos a la planta, en
respuesta a los tres tratamientos herbicidas. Estas enzimas proteoliticas estan
involucradas en numerosos procesos bioldgicos altamente regulados, y tienen
un papel fundamental en los mecanismos de defensa frente a los distintos
estreses bidticos y abiéticos.

4.4.1. CONTENIDO EN AMINOACIDOS

4.4.1.1 CONTENIDO EN AMINOACIDOS LIBRES TOTALES

Los aminoacidos libres totales (AAT) se expresaron como la suma de todos los
aminoacidos libres cuantificados en hojas de individuos de las tres poblaciones
de A. palmeri; S, RG y RM. En la poblacién S, los tres tratamientos herbicidas
provocaron un incremento significativo en el contenido de aminoacidos libres
totales con respecto al control (Figura 4.19). En la poblacién RG, el incremento
fue significativo con el tratamien‘to Py GP (Figura 4.19) y en la poblacién RM,
Unicamente el tratamiento mezcla GP produjo un aumento significativo (Figura
4.19).

a
11 [ ab
1 b I 0
b ! b
b i I b o I 20
1t 3 10
| L 0
l G GP

C G P GP C G P GP

Figura. 4.19. Contenido en aminoécidos libres totales (AAT) en hojas de tres poblaciones de A.
palmeri; sensible (S, barras blancas), RG (barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3
dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas
sin tratar (Control, C) (Media + ES; n = 5-13). En cada gréfico, las letras diferentes se refieren a
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD
Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).
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4.4.1.2 AMINOACIDOS AROMATICOS (AAA)

Se analizé el producto de la ruta de BAA: contenido individual de fenilalanina,
tirosina y triptofano; asi como el contenido total en aminoacidos aromaticos
(AAA). Se determiné este parametro en los controles de las tres poblaciones,
para ver si se detectaban diferencias entre ellos. Las tres poblaciones mostraron
valores similares del contenido de AAA en las plantas control.

Se detectd una acumulacién de AAA después de la aplicacion de G en la
poblacion S, menor acumulacién en la poblacidon RG, y sin efecto en la
poblacion RM (Figura 4.20.A). El tratamiento con el inhibidor de ALS, provocé
una acumulacion de los AAA que solo fue significativa en la poblacion RG
(Figura 4.20.A). La mezcla de herbicidas provocé una acumulacién de AAA en la
poblacion RG y RM (Figura 4.20.A).

Analizando el contenido de cada uno de los aminoacidos aromaticos, el
tratamiento G solo produjo una acumulacién significativa de Tyr en la poblacion
S (Figura 4.20.D). En la poblacion RG, esta acumulacion fue significativa para
Phe (Figura 4.20.C) y en la poblacién RM, el G no produjo efectos significativos
en ninguno de los tres AAA (Figura 4.20).

El tratamiento con P provocé un incremento significativo de Trp en la poblacién
S (Figura 4.20.B). Sin embargo, en la poblacion RG estos efectos fueron
significativos con Phe (Figura 4.20.C) y con Tyr (Figura 4.20.D). El contenido en
Phe fue el Unico AAA que incrementd de manera significativa con P en la
poblacion RM (Figura 4.20.C).

Por ultimo, los efectos con la mezcla fueron significativos en la poblacién S para
los AAA; Trp (Figura 4.20.B) y Tyr (Figura 4.20.D). Al igual que lo observado para
el tratamiento P, con GP se observo un incremento significativo para Phe (Figura
4.20.C) y para Tyr (Figura 4.20.D) en la poblacidon RG, y para Phe en la poblacién
RM (Figura 4.20.C).
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Figura. 4.20. A) Contenido en aminoacidos aromaticos (AAA) (nm g’1 PF), B) Triptéfano (Trp), C)
Fenilalanina (Phe) y D) Tirosina (Tyr). Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A.
palmeri; sensible (S, barras blancas), RG (barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3
dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas
sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-6). En cada grafico, las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3

Dunnet test, p-value <0.05).
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4.4.1.3 AMINOACIDOS RAMIFICADOS (AAR)

Los aminoacidos de cadena ramificada, valina, leucina e isoleucina, sintetizados
en plantas y microorganismos segun la ruta de BAR fueron analizados en el
presente estudio.

Previo al andlisis de los resultados de este apartado, cabe indicar que el
contenido de valina de todas las muestras no pudo ser determinado, debido a
que, en algunos casos, el pico de valina salia muy préximo al de glutamina, lo
que impedia su cuantificacion. Por este motivo, este pardmetro no aparece en
las gréaficas. Hay que tener en cuenta que la ausencia de contenido de valina,
no significa una ausencia de este aminoacido en las muestras, sino que no fue
posible cuantificarlo.

Al contrario de lo observado para los AAA, si se detectaron diferencias
significativas entre los valores de los controles de la poblacién S y de las
poblaciones resistentes. Se detecté un incremento significativo de los niveles
de AAR en la poblacion RM (Figura 4.21.A)

El tratamiento con G produjo un aumento significativo de los valores de AAR
en la poblacion S y RG (Figura 4.21.A). En relacion al tratamiento con P y con
GP, no se observaron diferencias significativas en ninguna de las tres
poblaciones (Figura 4.21.A).

En cuanto al estudio del contenido individual de los AAR, leucina e isoleucina,
Unicamente la aplicacion de G produjo la acumulacion de ambos en la
poblacion S y RG (Figura 4.21.B y C). Ni el tratamiento P ni la mezcla GP,
provocaron efectos significativos en AAR en ninguna de las tres poblaciones de
A. palmeri (Figura 4.21.By C).
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Figura. 4.21. A) Contenido en aminoéacidos ramificados (AAR) (nm g’1 PF), B) Leucina (Leu) y C)
Isoleucina (lle). Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri; sensible (S,
barras blancas), RG (barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los
tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media
+ ES; n = 4-6). En cada gréfico, los asteriscos indican diferencias significativas entre los controles (p
value<0.05, t-Student test), las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).
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4.4.1.4 AMINOACIDOS ACIDOS Y SUS AMIDAS

Para conocer con mas detalle los efectos de los herbicidas en el metabolismo
del nitrégeno, se cuantifico la variacion en el contenido de los aminoacidos
acidos y aminoacidos amidas.

Analizando primero los valores control, no se detectaron diferencias
significativas en las concentraciones de los aminoacidos &cidos: &cido
glutamico (Glu) y acido aspartico (Asp), de las tres poblaciones. Después de los
tratamientos herbicidas, tampoco se observaron cambios significativos en
ninguna de las tres poblaciones (Figura 4.22.A).

En relacién al contenido de los aminoacidos amidas, tampoco se detectaron
diferencias significativas entre los niveles basales del aminoacido glutamina
(GIn) y de asparragina (Asn). En cambio, si se observaron modificaciones a nivel
individual y en su suma con todos los tratamientos herbicidas. El tratamiento
con G provocd un incremento significativo de estos aminoacidos en la
poblacion S (Figura 4.22.B). El tratamiento P, provocd incrementos significativos
en la poblacion S y RG (Figura 4.22.B). La mezcla GP, provocé incrementos
significativos en las tres poblaciones (Figura 4.22.B).

>

AA ACIDOS (umg'PF)

AA AMIDAS (umg'PF)

AA ACIDOS (umg 'PF)

AA AMIDAS (umg 'PF)

Figura. 4.22. A) Contenido en 4cido glutamico (Glu, lineas horizontales, parte inferior) y contenido
en 4cido aspartico (Asp, puntos, parte superior) (umol g™ PF). B) Contenido en glutamina (GlIn, lineas
horizontales, parte inferior) y contenido en asparragina (Asn, puntos, parte superior). Las medidas
se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras blancas), RG (barras
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grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84
kg/hade G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-6). En cada grafico,
las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en
cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).

4.4.1.5 OTROS AMINOACIDOS

Los aminoacidos analizados aqui corresponden a alguno de los aminoéacidos
mayoritarios que no se incluyen entre los aminoacidos acidos o amidas
(apartado 4.4.1.3), como son los aminoacidos Ser-gly y Ala. En el caso de Ser-
gly, se presentan de manera conjunta en los resultados, ya que en el
cromatograma no se separaron.
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Figura. 4.23. A) Contenido en Serina-Glicina (Ser-Gly, verde). B) Contenido en alanina (Ala, naranja)
(nmol g™ PF). Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras
blancas), RG (barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los
tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media
+ ES; n = 4-6). En cada gréfico, las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).
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Figura. 4.24. A) Contenido en Treonina (Thr). B) Contenido en Metionina (Met). C) Contenido en
Lisina (Lys) (nmol g’ PF). Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri;
sensible (S, barras blancas), RG (barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias
después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin
tratar (C) (Media t ES; n = 4-6). En cada grafico, las letras diferentes se refieren a diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3
Dunnet test, p-value <0.05).

Después del tratamiento con G, no se observaron efectos significativos en el
contenido de Ser-Gly en ninguna de las tres poblaciones analizadas, pero si se
observaron incrementos significativos después del tratamiento con Py con GP
en las tres poblaciones (Figura 4.23.A). Ninguno de los tratamientos herbicidas
provoco efectos sobre el contenido en Ala en las tres poblaciones de A. palmeri
(Figura 4.23.B).
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El tratamiento con G incrementé significativamente el contenido de los
aminoacidos Thr (Figura 4.24.A) y Lys (Figura 4.24.C) en la poblacién S. En las
poblaciones RG y RM, la aplicacién de G no provocé ningun efecto significativo
en estos dos aminoacidos.

El tratamiento individual con P solo aumenté el contenido en Thr (Figura 4.24.A)
en la poblacién S, pero a diferencia de lo observado con G, en la poblacion RG
el P si produjo un incremento significativo en Lys (Figura 4.24.C).

El tratamiento GP incrementd significativamente el contenido de Thr (Figura
4.24.A)y el contenido de Lys (Figura 4.24.C) en las tres poblaciones, S, RG y RM.

En relacion al aminoacido Met, no se observaron efectos significativos en
ninguna de las tres poblaciones bajo los tres tratamientos herbicidas.
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‘Figura. 4.25. A) Contenido en Arginina (Arg). B) Contenido en Histidina (His). C) Contenido en
Prolina (Pro). D) Contenido en Acido y-aminobutirico (GABA) (nmol g’1 PF). Las medidas se tomaron
en hojas de tres poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras blancas), RG (barras grises) y
resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha
de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media * ES; n = 4-6). En cada grafico, las
letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en cada

poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).

El tratamiento con G provocd un incremento significativo de los aminoéacidos
Arg (Figura 4.25.A), His (Figura 4.25.B) y Pro (Figura 4.25.C) en la poblacién S.
Por el contrario, en la poblacion RG y en la poblacién RM, no se observé ningun
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cambio significativo en ninguno de los aminoacidos estudiados en este
apartado (Figura 4.25).

El tratamiento con P, Unicamente provocd un aumento significativo de His
(Figura 4.25.B) en la poblacién S. Los aminoacidos Arg (Figura 4.25.A) e His
(Figura 4.25.B) incrementaron significativamente en la poblacion RG. Sin
embargo, en la poblacion RM tampoco se observaron cambios significativos
CON P (Figura 4.25).

El tratamiento GP produjo también incrementos significativos en Arg (Figura
4.25.A), His (Figura 4.25.B) y Pro (Figura 4.25.C) en las tres poblaciones S, RG y
RM.

En relacién al aminoacido GABA (Figura 4.25.D), no se observaron efectos
significativos en ninguna de las tres poblaciones de A. palmeri con ninguno de
los tres tratamientos herbicidas.

En general, se observé un aumento del contenido de aminoacidos libres con
los tres tratamientos herbicidas en la poblacién S, aunque en algunos casos,
como en los AAR, no fueron significativos. En la poblacién RG, los efectos en la
mayoria de los aminoacidos analizados solo fueron significativos con el
tratamiento P y GP, con algunas excepciones como los AAR, en los que el
tratamiento G provocé incrementos significativos. Por Ultimo, en la poblacion
RM el contenido en aminoacidos, en muchos casos, no sufri6 cambios
significativos tras la aplicacion de G o P, aunque si se detecté una acumulacion
generalizada con la mezcla GP.

4.4.2 ACTIVIDADES PROTEOLITICAS

El perfil proteolitico de los individuos correspondientes a las poblaciones S, RG
y RM se analiz6 mediante la técnica ABPP, para evaluar si las actividades de las
proteasas vacuolares (VPEs), papain-like cistein-proteasas (PLCPs) y serina
proteasas (SHs) eran diferentes entre las poblaciones y valorar si estaban
afectadas por los tratamientos herbicidas. Estas actividades se analizaron con
sondas diferentes y especificas basadas en inhibidores covalentes que marcan
proteinas vegetales. Estos resultados fueron obtenidos durante la estancia en
el laboratorio Plant Chemetics, en el Departamento Plant Sciences (Universidad
de Oxford), bajo la supervisién del profesor Renier van der Hoorn.
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4.4.2.1 IDENTIFICACION DE LAS BANDAS DE PROTEINAS VPEs Y PLCPs

Previo a la evaluacion del papel de las VPEs y PLCPs, en el modo de accion de
los herbicidas inhibidores de ALS y EPSPS, se realizaron anélisis del tipo ABPP
competitivo utilizando inhibidores especificos de VPEs y de CysProt para
identificar qué bandas de proteinas correspondian a las proteasas VPEs y a las
proteasas PLCPs.

Para ello, se preincubd una mezcla representativa de todos los extractos de hoja
de individuos control y con los tratamientos herbicidas, con los inhibidores: E64
(inhibidor de CysProt) y con YVADasa (inhibidor de VPEs). Posteriormente, se
realizé el comarcaje utilizando dos sondas cada una con un fluoréforo distinto
y especificas de cada grupo de proteasas: E64-Cy5 para el marcaje de las PLCPs
y JOPD1, con un fluoréforo Cy3 (bodipy) para el marcaje de VPEs. Esta ultima,
es una sonda muy facil de sintetizar en comparacion con otras sondas, y marca
las VPEs de manera similar a la sonda AMS101 (Lu et al,, 2015).

VPEs

Mix Gel 1 Mix Gel 2 Mix Gel 3

-+ + 4+ [025uM)
-+ o+ 4+ [25uM)
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Figura. 4.26. Marcaje de VPEs. Ensayo competitivo realizado con extractos de hojas preincubados
con los inhibidores E64 e YVADasa a una concentracion de 100 uM, durante 30 min. Esta
preincubacion se realizé antes del marcaje con las sondas JOPD1 para VPEs y E64-CY5 para PLCPs.
Cada mix estd formado por individuos control y tratados con herbicidas (n = 5). Las proteinas
marcadas fluorescentes fueron detectadas en geles utilizando un escaner de fluorescencia. La
tincion de coomassie corresponde a la rubisco (55 kDa), y se muestra la banda como control de
carga, mostrando las cantidades totales de proteinas de entrada.

Los resultados obtenidos para la identificacion de las bandas VPEs, mostraron
primero una ausencia de sefial en la zona donde no habia ni sonda ni inhibidor,
y se considerd como el control (Figura 4.26). Segundo, en la zona del gel donde
no habia presencia de inhibidor, pero si de las dos sondas, se detectaron tres
bandas de proteina de entre 35-40 kDa (Figura 4.26). Para confirmar que estas
tres bandas correspondian con VPEs, se llevo a cabo la preincubaciéon con el
inhibidor de YVADasa, que evitd el marcaje con la sonda JOPD1 y se observé
como las tres bandas fueron inhibidas (Figura 4.26). Cuando se afadio el
inhibidor E64, junto con las dos sondas, se produjo el marcaje con JOPD1, y las
tres bandas también se observaron en el gel (Figura 4.26). En estudios previos
con sondas especificas para VPEs en A. thaliana L. y en plantas de guisante,
también se observaron sefales consistentes de 40 kDa, correspondientes a
VPEs (Misas-Villamil et al, 2013; Zulet et al, 2013). En uno de esos estudios,
también se utiliz6 el inhibidor YVADasa para comprobar la identidad de las
bandas (Zulet et al., 2013).

Aligual que lo observado para las VPEs, los resultados en el gel de fluorescencia
para la identificacién de PLCPs, mostraron primero una zona sin bandas de
proteinas, considerada como control, ausente de sondas e inhibidores (Figura
4.27). En segundo lugar, se detectaron dos bandas entre los 25-35 kDa en la
zona del gel donde no habia inhibidor, pero si las dos sondas (Figura 4.27).
Cuando se preincubd con el inhibidor E64, no se observd ninguna banda de
proteinas en el gel, ya que las PLCPs fueron inhibidas (Figura 4.27), confirmando
asi la identidad de estas dos bandas. Por ultimo, en presencia del inhibidor
YVADasa se observé como aparecia una sola banda ubicada aproximadamente
entorno a los 25 kDa (Figura 4.27). La presencia de una Unica banda PLCPs en
vez de dos, podria deberse a que una de ellas sea sensible al inhibidor YVADasa.
Aunque este inhibidor es especifico de VPEs, al ser estas proteasas un tipo de
CysProt, podria inhibir también algin tipo de PLCPs. En estudios previos, la
preincubacion con los inhibidores de PLCPs, E64 y MG132, bloqued el marcaje
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sugiriendo que las bandas detectadas eran PLCPs (Gu et al, 2010; Kotodziejek
& van der Hoorn, 2010).

PLCPs

Mix Gel 1 Mix Gel 2 Mix Gel 3
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Figura. 4.27. Marcaje de PLCPs. Ensayo competitivo realizado con extractos de hojas preincubados
con los inhibidores E64 e YVADasa a una concentraciéon de 100 uM, durante 30 min. Esta
preincubacion se realizé antes del marcaje con las sondas JOPD1 para VPEs y E64-CY5 para PLCPs.
Cada mix esta formado por individuos control y tratados con herbicidas (n = 5). Las proteinas
marcadas fluorescentes fueron detectadas en geles utilizando un escaner de fluorescencia. La
tincion de coomassie corresponde a la rubisco (55 kDa), y se muestra la banda como control de
carga, mostrando las cantidades totales de proteinas de entrada.

4.4.2.2 EFECTO DE LOS HERBICIDAS EN LAS PROTEASAS EN PLANTAS

4.4.2.2.1 ENZIMAS DE PROCESAMIENTO VACUOLAR (VPEs)

Mediante la técnica ABPP se estudié la actividad VPEs tras la aplicacion de los
tratamientos herbicidas. Se detectaron las tres bandas de proteina VPEs entre
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los 35-40 kDa (Figura 4.28.A), tal y como se habian confirmado en el estudio
previo de inhibicién (Fig. 4.26). De las tres bandas, s6lo se han cuantificado las
dos superiores (flechas azules), ya que la sefial de la banda de menor tamafio
(flecha roja), apenas fue perceptible como para obtener resultados objetivos y
significativos. Las figuras 4.28.B y 4.28.C muestran la comparativa entre
tratamientos de las intensidades de las bandas superior e intermedia,
respectivamente.
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Figura 4.28. Marcaje de VPEs. Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri;
sensible (S, barras blancas), resistente a glifosato (RG, barras grises) y resistente multiple (RM, barras
negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP
y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-5). La incubacién se realizd con sonda JOPD1 [0,25 uM]
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durante 3 h en agitacién continua en oscuridad. A) Las proteinas marcadas fluorescentes fueron
detectadas en geles utilizando un escéner de fluorescencia. En la imagen aparece un gel
representativo. La tincion de coomassie corresponde a la rubisco (55 kDa), y se muestra control de
carga, mostrando las cantidades totales de proteinas. B y C) La intensidad de la sefial se cuantificd
con un densitbmetro y los valores relativos se muestran en los gréficos de barras. B) Banda superior
VPEs. C) Banda intermedia VPEs. El simbolo * indica diferencias significativas entre el control y los
tratamientos en cada poblacién (* para la poblacién Sy # para la poblacion RG) (ANOVA, prueba
HSD Tukey / T3 Dunnet, valor p <0.05).

No se observaron diferencias significativas entre los valores control de las
poblaciones en ningun caso. En la poblacién S, se observé como la intensidad
de las bandas de las proteinas VPEs analizadas fue mayor después de todos los
tratamientos con herbicidas, sin embargo, sélo en la primera banda los
incrementos fueron significativos con G y con la mezcla GP (Figura 4.28.B). En la
poblacion RG, se observéd una mayor intensidad de ambas bandas VPEs después
de los tratamientos P y GP (Figura 4.28.A), que solo resultd en incrementos
significativos en la banda superior (Figura 4.28.BA) y no en la intermedia (Figura
4.28.B). En la poblacién RM no se detecté modificacion de la intensidad de las
bandas VPEs para ningun tratamiento herbicida (Figura 4.28.B y 4.28.C).

4.4.2.2.2 PAPAIN-LIKE CISTEIN-PROTEASAS (PLCPs)

Se evalud el perfil de las papain-like cistein proteasas (PLCPs) mediante la
técnica ABPP, para determinar si sus actividades se vieron afectadas por los
tratamientos herbicidas. Se detectaron dos lineas de banda de proteina PLCPs
entre los 25-35 kDa, que aparecen reflejadas en el gel representativo (Figura
4.29.A). De estas dos lineas, sélo se ha analizado la banda superior de
aproximadamente 29 kDa (flecha azul), ya que la sefial de la otra, entorno a los
27 kDa (flecha roja), apenas fue perceptible como para obtener resultados
objetivos y significativos. En la grafica 4.29.B aparecen representados los valores
relativos promedio correspondientes a la primera linea de bandas de proteina.

El patron detectado en la respuesta de PLCPs fue similar al detectado para VPEs.
En la poblacién S, la actividad de las PLCPs se indujo con el tratamiento con
herbicidas G, P y GP, pero la sefal solo fue significativa con la mezcla (Figura
4.29.B). En la poblacidn RG, se observé un aumento significativo después de P
y GP (Figura 4.29). Por el contrario, el patrén proteolitico de PLCPs en la
poblacion RM no se modificé con ningun tratamiento herbicida (Figura 4.29.B).
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Figura 4.29. Marcaje de PLCPs. Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri;
sensible (S, barras blancas), resistente a glifosato (RG, barras grises) y resistente multiple (RM, barras
negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP
y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-5). La incubacién se realizé con sonda E64-Cy5 [2,5 pM]
durante 3 h en agitacién continua en oscuridad. A) Las proteinas marcadas fluorescentes fueron
detectadas en geles utilizando un escaner de fluorescencia. En la imagen aparece un gel
representativo. La tincion de coomassie corresponde a la rubisco (55 kDa), y se muestra control de
carga, mostrando las cantidades totales de proteinas. B) La intensidad de la banda superior se
cuantificd con un densitémetroy los valores relativos se muestran en el grafico de barras. El simbolo
* indica diferencias significativas entre el control y los tratamientos en cada poblacion (* para la
poblacién Sy # para la poblacién RG) (ANOVA, prueba HSD Tukey / T3 Dunnet, valor p <0.05).

4.2.4.2.3 SERINA HIDROLASAS (SHs)

Por ultimo, se analizé el papel de las SHs en el modo de accidn de los herbicidas
glifosato y piritiobac, con el objetivo de determinar si esta actividad se vio
afectada por el tratamiento con herbicidas. Las actividades de estas proteasas
se midieron con la sonda FP 1800. Estas sondas reaccionan con el nucledfilo del
sitio activo de la Ser (Liu et al, 1999). Las sondas FP son sondas
extremadamente potentes que etiquetan facilmente mas de 50 tipos de SHs
diferentes en un solo proteoma (Morimoto & van der Hoorn, 2016).
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No se observd un patron claro de respuesta de SHs en el gel representativo ni
en ninguna de las tres poblaciones bajo los distintos tratamientos (Figura 4.30).
Se detectaron varias bandas de proteinas de 40 kDa aproximadamente, una
mas marcada entorno de 37 kDa, pero que en algunos casos estaba
acompanada de hasta cuatro pequefias bandas de proteina. También se
detectaron otras dos sefiales de 35 kDa y de 30 kDa, apenas perceptibles en
alguno de los tratamientos, y una uUltima banda de 25 kDa, aunque en algunas
poblaciones y tratamientos también aparece junto con otras bandas (Figura
4.30). Debido a que no fue posible detectar un patrén de bandas estable en
todas las muestras, los valores relativos no se muestran en un grafico de barras,
ya que no fue posible establecer una respuesta clara de las SHs a los diferentes
tratamientos herbicidas en ninguna de las tres poblaciones.
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Figura 4.30. Marcaje de SHs. Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri;
sensible (S), resistente a glifosato (RG) y resistente multiple (RM) 3 dias después de los tratamientos
herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media * ES; n = 4-
5). La incubacioén se realizd con sonda FP 1800 [0,5 pM] durante 90 min en agitacion continua en
oscuridad. Las proteinas marcadas fluorescentes fueron detectadas en geles utilizando un escéaner
de fluorescencia. En la imagen aparece un gel representativo. La tinciéon de coomassie corresponde
alarubisco (55 kDa), y se muestra como la banda control de carga, mostrando las cantidades totales
de proteinas de entrada.

4.5 ANALISIS DE GLUTATION (GSH) Y GLUTATION S-
TRANSFERASA (GSTs)

Por ultimo, para completar el andlisis de la respuesta fisiologica de las tres
poblaciones, se procedié al estudio del metabolismo del glutation. Todas las
mediciones se realizaron en hojas de plantas de las tres poblaciones de A.
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palmeri, S, RG y RM, tres dias después del tratamiento herbicida con G, Py con
la mezcla GP.

Para ello se abordé la actividad enzimatica GST mediante espectrofotometria y
usando la técnica ABPP (apartado 4.5.1). Posteriormente mediante
electroforesis capilar, se estudié el contenido de GSH, glutation oxidado (GSSG)
y glutation total (apartado 4.5.2). Estos analisis ayudarian a comprender mejor
el metabolismo del glutation en la accion herbicida o si algin aspecto del
metabolismo del glutation estaria relacionado con la fisiologia de las
poblaciones resistentes a glifosato e inhibidores de ALS.

4.5.1 ACTIVIDAD ENZIMATICA GST

La figura 4.31 muestra la actividad enzimatica GST in vitro en las tres
poblaciones S, RG y RM. En ausencia de herbicida, la actividad GST de los
individuos de las poblaciones RG y RM fue significativamente superior a la de
los individuos de la poblacién S (Figura 4.31).

RG RM

b ] : b ] o
‘ | 11 . I
T a
| | | -
C G P GP

C G P GP C G P GP

Tratamientos

Figura 4.31. Actividad enziméatica GST. Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A.
palmeri; sensible (S, barras blancas), resistente a glifosato (RG, barras grises) y resistente multiple
(RM, barras negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P,
la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-5). En la gréafica, los asteriscos indican
diferencias significativas entre los controles (p value<0.05, t-Student test). En cada gréfica las letras
diferentes se refieren a diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en cada
poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value <0.05).

No se detectaron diferencias significativas después del tratamiento con G en
ninguna de las tres poblaciones estudiadas (Figura 4.31). Sin embargo, cuando
se aplico el tratamiento con P, se observo un incremento significativo de la
actividad enzimatica GST en los individuos de las poblaciones S y RG (Figura
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4.31). Por ultimo, la mezcla herbicida GP, no provocé efectos significativos ni en
la poblacién S, ni en RG ni en RM (Figura 4.31).

Para completar con mas detalle el patrén de respuesta de la actividad
enzimatica GST, se determiné la actividad mediante la técnica ABPP, utilizada
previamente para el estudio de las actividades proteoliticas (apartado 4.4.2) y
que permite el marcaje especifico de los sitios activos de las enzimas GST. Estos
analisis se realizaron con la sonda especifica GST-G a una concentracién de 4
MM. Este tipo de sonda fue desarrollada para caracterizar enzimas GST activas
en tejidos de mamiferos (Stoddard et al, 2017).
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Figura 4.32. Marcaje de GSTs. Las medidas se tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri;
sensible (S, barras blancas), resistente a glifosato (RG, barras grises) y resistente multiple (RM, barras
negras) 3 dias después de los tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP
y plantas sin tratar (C) (Media + ES; n = 4-5). La incubacién se realiz6 con la sonda GST-G [4 pM]
irradiada con luz ultravioleta a 365 nm durante 45 min en frio. A) Las proteinas marcadas
fluorescentes fueron detectadas en geles utilizando un escaner de fluorescencia. En la imagen
aparece un gel representativo. La tincion de coomassie corresponde a la rubisco (55 kDa), y se
muestra control de carga, mostrando las cantidades totales de proteinas. B y C) La intensidad de
la sefial se cuantificé con un densitometro y los valores relativos se muestran en los gréficos de
barras. B) Banda superior GSTs. C) Banda inferior GSTs. (ANOVA, prueba HSD Tukey / T3 Dunnet,
valor p <0.05).

Después del marcaje con la sonda GST-G, se detectaron dos bandas entre los
25y los 15 kDa (Figura 4.32.A). La banda superior fue mas intensa que la banda
inferior, y estuvo presente bajo los tres tratamientos herbicidas y con las
muestras control, siendo mas intensa bajo el tratamiento GP (Figura 4.32.A).
Esta banda superior, a pesar de no presentar una intensidad significativamente
diferente (Figura 4.32.B) fue en general, mas visible en las bandas de los
individuos tratados en las tres poblaciones.

Por el contrario, la banda inferior solo aparecié de manera generalizada en los
individuos C. En las muestras tratadas solo se detecté bajo el tratamiento G en
las poblaciones Ry RM, y en la poblacién RM con el tratamiento GP, aunque en
todos los casos la sefial presenté poca intensidad (Figura 4.32.Ay C).

4.5.2 DETERMINACION DE GLUTATION

Se estudié el contenido en glutation reducido (GSH), glutation oxidado o
glutation disulfuro (GSSG), glutation total (la suma de GSH y GSSG), y la relacién
entre el contenido de GSH y GSSG (GSH/GSSG) en plantas de las tres
poblaciones. Los cambios en el estado redox producidos durante condiciones
adversas o de estrés, donde el GSH pasa a GSSG, cumplen una funcion
protectora en la planta. Analizar los contenidos en GSH, GSSG vy la relacién
GSH/GSSG, también es fundamental para conocer si la planta esta
significativamente afectada por las condiciones de estrés abidtico, ya que es un
parametro que nos ayuda tener una visién general de la homeostasis y de los
sistemas antioxidantes de la planta.
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Figura 4.33. A) Contenido de glutation reducido (GSH), B) de glutation oxidado (GSSG), €) Relacién
entre glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG) y D) Contenido de glutation total. Las medidas se
tomaron en hojas de tres poblaciones de A. palmeri; sensible (S, barras blancas), resistente a
glifosato (RG, barras grises) y resistente multiple (RM, barras negras) 3 dias después de los
tratamientos herbicidas; 0,84 kg/ha de G, 89 g/ha de P, la mezcla GP y plantas sin tratar (C) (Media
+ ES; n = 3-6). En cada gréfico, las letras diferentes se refieren a diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey/T3 Dunnet test, p-value
<0.05).
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El contenido de las formas de glutation y su cociente fue similar entre las
plantas sin tratar de las tres poblaciones (Figura 4.33). La mayor parte del
glutation se encontraba en forma reducida, dando como resultado unos
cocientes de la forma reducida/oxidada comprendidos entre 7 y 15 (Figura
4.33.C). El tratamiento con glifosato provocd en la poblacién S un aumento en
el contenido de GSH y de GSSG y de contenido total, mientras que el ratio
GSH/GSSG no se vio afectado. (Figura 4.33.A y B). Sin embargo, ni en la
poblacion RG ni en la poblacion RM se observaron efectos significativos con G
en los parametros relacionados con GSH (Figura 4.33.A), con la excepcion de un
mayor contenido de GSSG en la poblacion RG (Figura 4.33.B).

El inhibidor de ALS no provocd ningun efecto significativo en el contenido en
GSH y GSSG, ni en su relacién en ninguna de las tres poblaciones (Figura 4.33.A
y B). En la poblacion S se detectd un incremento de GSH y de la relacién
GSH/GSSG tras el tratamiento con P, pero no fueron significativos. Combinado
con G, en la mezcla GP, Unicamente se detect6 un incremento significativo en
el contenido total de glutation en las poblaciones Sy RM (Figura 4.33.A).

En resumen, la poblacion S mostré una mayor respuesta fisiologica frente a G
que frente a P, que se evidencié en un incremento del contenido de GSH y
GSSG y que permiti6 mantener constante la relacion de reduccion. En las
poblaciones resistentes no se detectaron cambios significativos en los
contenidos de glutation.
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5. DISCUSION

5.1 LOS MECANISMOS MOLECULARES DE RESISTENCIA A
G Y P EN LA POBLACION RM

A) CONFIRMACION DE LA RESISTENCIA MULTIPLEAGY P

Los efectos observados sobre los parametros fisiolégicos se determinaron 3
dias después de la aplicacion de los tratamientos herbicidas. Se eligié ese
momento para que fuese un tiempo lo suficientemente corto como para que
se apreciasen efectos de los tratamientos, pero que no fuese excesivamente
largo como para que apareciesen reacciones secundarias que pudiesen no ser
debidas directamente al herbicida, o que incluso las plantas llegasen a la
letalidad, o se recuperasen.

La especie objeto de estudio, Amaranthus palmeri, es una especie de mala
hierba silvestre, y no cultivada, que presentdé un desarrollo vegetal muy
heterogéneo, con mucha variabilidad dentro de cada poblacion, y en cada
tratamiento. Esta variabilidad fue mas predominante en los individuos de la
poblacion RM, y pudo deberse a que el individuo hembra del que provienen
todas las semillas utilizadas en este trabajo, se polinizé con varios individuos
macho ubicados en la misma camara de crecimiento. Tanto la hembra como los
machos polinizadores, sobrevivieron a los tratamientos herbicidas, pero a
diferencia de la resistencia a glifosato que fue bastante homogénea en los
parentales (ningun individuo acumulé siquimato en presencia de glifosato), la
resistencia al inhibidor de ALS fue mas variable tal y como se comprob6 luego
en la progenie.

La heterogeneidad observada en el desarrollo vegetal impidio que el
crecimiento de las plantas durante el ensayo pudiera ser representado
graficamente y evaluado de forma cuantitativa.

Los dos herbicidas utilizados, glifosato (G) y piritiobac (P) a pesar de que actian
a través de diferentes vias, produjeron efectos comunes en las plantas;
inhibiendo su crecimiento y provocando dafos foliares como clorosis,
arrugamientos y quemaduras (Imagen 4.2 y 4.3). Estos efectos ya habian sido
descritos anteriormente en otras especies de plantas (Ray, 1982; Shaner &
Reider, 1986, Rubin et al., 1982; Deng, 2005)
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En la poblacién S, se observé diferente inhibicion del crecimiento segun el
herbicida aplicado, con unos efectos mas evidentes a mas corto plazo en el caso
de G que de P o GP (Figura 4.1), y comprobandose que los inhibidores de ALS
detienen el crecimiento y provocan la muerte de la planta de forma mas lenta
que el G, como habia sido descrito antes (Gruys & Sikorski, 1999; Wittenbach
& Abell, 1999). En todos los casos, las plantas llegaron a morir a los 7-10 dias.

Por el contrario, en la poblacion RM los efectos de los tratamientos en el
desarrollo vegetal fueron visibles a méas largo plazo (después de 20 dias
aproximadamente), y en ningun caso las plantas llegaron a morir. El aspecto de
las plantas confirmo su caracter resistente a ambos tipos de herbicidas (Figura
4.1), si bien se detectaron diferencias en la respuesta a ambos herbicidas. Las
plantas RM mostraron mayor resistencia y mas homogénea al herbicida G y
menos nivel de resistencia y mas variable entre individuos al herbicida P. Estas
diferencias en el crecimiento y desarrollo vegetal observadas en los individuos
RM tratados con P a los 20 dias, pudieron deberse a que entre todos esos
individuos hubiese algunos que no presentasen mecanismos de resistencia
(solo un 69 % de los individuos presentaron mutaciones) y la existencia de
mutaciones que confieren un menor o mayor nivel de resistencia, tal y como se
describe en el apartado C de esta discusién (5.1.C.).

B) LA AMPLIFICACION GENICA DE EPSPS COMO MECANISMO DE
RESISTENCIA A G EN LA POBLACION RM

En la mayoria de los estudios donde se ha determinado el nimero de copias
del gen EPSPS, se ha utilizado el gen ALS como gen de referencia o control
debido a su consistencia de presentar copias Unicas o bajas. Sin embargo, se
puede plantear que poblaciones con resistencia a inhibidores de ALS puedan
tener una duplicacién del gen ALS tal y como se ha comprobado en una
poblacion de A. palmeri (Singh et al, 2018). Por este motivo, en este estudio se
utilizé como gen de referencia un gen de copia Unica; CPS que codifica la
subunidad grande de la carbamoil fosfato sintasa (Ma et al., 2013).

La resistencia a G debida a la amplificacion del gen EPSPS fue observada por
primera vez en una poblacion de A. palmeri procedente de Georgia (EE.UU.) en
el afo 2010 (Gaines et al, 2010). Desde entonces, la sobreproduccién del
enzima EPSPS debido a su amplificacién génica, ha sido identificada como el
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mecanismo TSR de resistencia a G predominante en esta especie (Gaines et al.,
2010; Chandi et al, 2012; Mohseni-Moghadam et al, 2013; Ribeiro et al, 2014)
y ya que hasta la actualidad solo se ha identificado otra poblacién de A. palmeri
con otro mecanismo de resistencia TSR al G: una mutacién puntual en el gen
EPSPS (Dominguez-Valenzuela et al, 2017; Heap, 2021). La sobreexpresion de
EPSPS como mecanismo de resistencia al G se ha descrito, ademas, en otras
especies tanto gramineas como dicotiledéneas (Patterson et al., 2018).

Los individuos RM analizados mostraron un nimero de copias del gen EPSPS,
en promedio, de 58,1 veces mas que la poblacién S (Figura 4.2), confirmando
asi el mecanismo molecular de resistencia. El genoma de los individuos de la
poblacion solo resistente a glifosato (RG) con la que se han realizado los
estudios de actividades proteoliticas y aminoacidos, también mostré un
aumento en el nimero de copias del gen EPSPS, con un promedio de 47,5 veces
méas que el genoma de la poblacién S (Ferndndez-Escalada et al,, 2016). Otras
poblaciones de A. palmeri con RM a G e inhibidores de ALS, mostraron una
amplificacion dentro del rango 50-179 copias en poblacion originaria de Brasil
(Kupper et al, 2017) y entre 47-100 en una poblacién originaria de Michigan
(EE.UU.) (Kohrt et al, 2017).

La acumulacién de siquimato es un destacado marcador de estrés en plantas
tratadas con G, que se usa como parametro para distinguir entre plantas Sy RG
(Zhu et al, 2008; Gaines et al, 2010; Orcaray et al, 2010; Whitaker et al, 2013;
Lorentz et al,, 2014; Dillon et al, 2017). El siquimato es el principal metabolito
que da nombre a la ruta donde se localiza el enzima EPSPS. Se ha propuesto
que el efecto del G en el metabolismo de la planta se produciria porque al
inhibirse el enzima EPSPS, la ausencia de metabolitos posteriores al EPSPS
provocaria una disminucion en la inhibicién por retroalimentacion de la
actividad DAHPS. La ausencia de regulaciéon en este enzima, provocaria un
incremento descontrolado en el flujo de carbono a través de esta via, causando
a su vez, una elevada acumulacién de compuestos anteriores al enzima EPSPS
(Jensen, 1986; Siehl, 1997; Zabalza et al,, 2017).

En la poblacion S tratada con G se observé una elevada acumulacién de
siquimato, mientras que en la poblacion RM, la acumulacion fue mucho mas
leve, confirmandose asi la resistencia a G (Figura 4.3). Esta respuesta también
fue observada en estudios previos con A. palmeri (Fernandez-Escalada et al,
2017) y en otras especies de malas hierbas como A. tuberculatus (Nandula et
al,, 2013). La aplicacion individual del herbicida P no modific6 el contenido en
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siquimato en ninguna de las poblaciones, ya que este efecto es caracteristico
del modo de accion de los inhibidores de EPSPS y no de los inhibidores de ALS
(Ferndndez-Escalada et al, 2019). En la poblacién S la mezcla de ambos
herbicidas exacerb6 ligeramente el efecto producido por la aplicacién
individual de G, como se habia observado al mezclar G junto con el inhibidor
de ALS, imazamox (Fernandez-Escalada et al,, 2019).

Por ultimo, se establecié una correlacién entre el nimero de copias y el
contenido de siquimato en los individuos de las poblaciones S y RM tratados
con Gy con GP (Figura 4.4). En la poblacién S, la Unica copia relativa del gen
EPSPS se correlacion6 con una alta acumulacién del contenido de siquimato en
todos los individuos tras el tratamiento con G, de unas 20 veces. En general, en
la poblacién RM se detectd un elevado nimero de copias del gen EPSPS y una
menor acumulacion de siquimato tras el tratamiento con G, apenas 4 veces. Sin
embargo, la concentracion de siquimato fue bastante variable e
independientemente del nimero de copias presentes, con lo que no se pudo
establecer una correlacién inversa entre el nimero de copias y la acumulacién
de siquimato. En la bibliografia hay numerosos casos en los que el nivel de
resistencia a G parece aumentar con un mayor nimero de copias génicas
(Gaines et al., 2010; Ribeiro et al,, 2014; Vila-Aiub et al., 2014; Salas et al., 2015).
Sin embargo, tal y como ocurre en este estudio, existen excepciones en las que
no se observa esta correlacion, tal y como se observd en una poblacién
resistente clonada de A. palmeri en Mississippi (EE.UU.) (Teaster & Hoagland,
2014).

C) LAS MUTACIONES PUNTUALES DEL GEN ALS COMO
MECANISMO DE RESISTENCIA A P EN LA POBLACION RM

El incremento en el nimero de copias del gen ALS es un mecanismo de
resistencia poco habitual en plantas. La mayoria de los casos de resistencia a
inhibidores de ALS, y también en la especie de estudio A. palmeri, suelen ser
debido a cambios en la secuencia de bases del gen ALS (Molin et al, 2016;
Nakka et al, 2017b; Singh et al., 2018).

Los resultados obtenidos en este estudio descartaron la amplificacién génica
de ALS como mecanismo de resistencia a P en la poblacién RM, ya que no se
observé un incremento en el nimero de copias con respecto a la poblacién S;
al mostrar ambas poblaciones un promedio de 1,50 copias relativas (Figura 4.5).
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Resultados similares se observaron en individuos susceptibles y resistentes a
inhibidores de ALS en una poblacion de A. palmeri proveniente de Arkansas
(EE.UU.), con un promedio de 1 hasta 2 copias del gen ALS relativo al gen A36
(Singh et al, 2018). Sin embargo, a pesar de que se ha determinado que A.
palmeri es una especie diploide con una sola copia del gen ALS (Ferguson et al.,
2001), la presion de seleccion ejercida con el uso recurrente de los mismos
inhibidores de ALS podria aislar genotipos con mas de una copia, dando lugar
a fenotipos resistentes (Singh et al, 2018) y promoviendo asi la evolucién de
dichas resistencias mas rapidamente (Larran et al, 2017). En una poblacion de
A. palmeri procedente de Mississippi (EE.UU.) se encontraron individuos con 4-
7 copias, aunque el principal mecanismo de resistencia fue atribuido a
mutaciones en el gen ALS (Singh et al, 2018), tal y como se ha detectado en la
mayoria de poblaciones resistentes a inhibidores de ALS (Yu & Powles, 2014;
Murphy & Tranel, 2019).

Para investigar si las mutaciones en el gen ALS contribuian a la resistencia a P
en la poblacion RM, se secuencio el gen ALS de los individuos, cubriendo los
dominios CAD (Loci A122, P197 y A205) y BE (Loci W574, S653 y G654) (Heap,
2021). El estudio de la secuenciacion de la poblacion RM, reveld la presencia de
mutaciones en un 69% de los 115 individuos analizados y un 31% sin ellas, lo
que confirma la variabilidad del efecto de P sobre los diferentes individuos
(Seccion 4.1).

Las mutaciones se localizaron en 5 posiciones de la secuencia del gen ALS; en
las posiciones W574, S653, A122, A205 y G654, y se encontraron individuos con
solo una mutacién o con dos de ellas. Las mutaciones W574L y S653N fueron
las méas abundantes en las plantas analizadas con una mutaciéon simple,
mientras que la sustitucion A122T, no fue tan comun (Figura 4.6). Estas dos
mutaciones ya se habian identificado antes en otras poblaciones de A. palmeri
como responsables de los mecanismos TSR a inhibidores de ALS (Berger et al.,
2016; Molin et al., 2016; Larran et al,, 2017; Singh et al, 2018; Heap, 2021).

En general, existe una gran diversidad de mutaciones en el gen ALS, y dentro
de una misma poblacidbn podemos encontrar individuos con distintas
mutaciones en el gen ALS, sobre todo en especies de malas hierbas con
polinizacién cruzada (Larran et al, 2017). A nivel de gen del mismo individuo,
en un solo alelo del gen ALS también puede haber mutaciones dobles e incluso
multiples (Warwick et al., 2008; Yu et al., 2008; Délye et al,, 2011). En la poblacion
RM se encontraron individuos con las mutaciones dobles; W574L + S653N,
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W574L + A122T, y con dos mutaciones dobles mas raras de encontrar, que no
se habian identificado y caracterizado previamente en A. palmeri: W574L +
A205D y W574 + G654S. Considerando la presidn de seleccidn ejercida por los
herbicidas, cuanto menos habitual es una mutacion dentro de una poblacion,
mas tiempo tardard en seleccionarse y que alcance una frecuencia elevada
dentro de la poblacion (Gaines et al,, 2020).

La mutacién W574L, fue la mutacion puntual mas comudn encontrada al ser la
mas abundante en los individuos con mutacion simple, y estar presente en
todos los individuos con mutacién doble (Figura 4.6). En estudios previos con
poblaciones de A. palmeri resistentes a inhibidores de ALS, ya se habia
detectado esta mutacion como la mas frecuente e incluso algunos autores
también la identificaron como mecanismo principal TSR a inhibidores de ALS
(Molin et al, 2016; Singh et al, 2018; Torra et al, 2020). Esta mutacién es
bastante habitual de encontrar entre las malas hierbas y se ha identificado
también en otras especies de Amaranthus como A. tuberculatus (Foes et al.,
1998; Patzoldt & Tranel, 2007; Crespo et al, 2017), A. blitoides (Sibony & Rubin,
2003), A. retroflexus L. (McNaughton et al,, 2005; Huang et al,, 2016), A. hybridus
(Schmenk et al, 1997) y en A. powellii (McNaughton et al., 2005).

Los analisis de genotipado confirmaron que todos los individuos de la
poblacién RM que presentaron esta sustitucion, tanto simple (W574L) como
doble (W574L + S653N) eran heterocigotos (RS) (Figura 4.7, Tabla 4.2). Alguno
de los parentales de los que provenian estos individuos, tenian también
presente esta mutacidn, y seria el mecanismo principal TSR a inhibidores de ALS
en la mayoria de los individuos RM analizados. Sin embargo, al no tener el
genotipo de los individuos parentales no puede asegurarse si lo tenian ambos,
ni saber si eran homo o heterocigotos.

En otras poblaciones RM de A. palmeri, los genotipos observados para esta
mutacién fueron tanto heterocigotos como homocigotos (Kipper et al, 2017;
Spaunhorst et al, 2019). En general, los individuos RM con una sola mutacion
puntual mostraron valores de actividad ALS basal similares a los observados en
la poblacion S, tal y como se habia descrito con anterioridad en poblaciones de
A. palmeri (Larran et al., 2017). Sin embargo, las plantas de la poblacién RM con
la doble mutacion W574L + S653N mostraron los valores de actividad ALS basal
mas altos, y no asi cuando la mutacién W574L aparecia como mutacién simple
(Figura 4.8), al contrario de la mayor actividad ALS basal descrita en Lolium
rigidum con la mutacién simple W574L (Yu et al,, 2010).
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A pesar de que los resultados del factor de resistencia (FR) fueron variables
dependiendo de cada genotipo, se detectaron diferencias en el rango de los
mismos (Figura 4.10, Tabla 4.2). Los individuos RM con la mutacién W574L, sola
o junto con S653N, mostraron en promedio el FR mas elevado en comparacién
con el de los individuos con otras mutaciones. En otros estudios previos con
Lolium rigidum (Yu et al,, 2010) y con Poa annua (Brosnan et al,, 2016) también
se determindé que la mutacion W574L conferia los mayores niveles de
resistencia. Cabe indicar que hubo individuos con la mutacién W574L que, a
pesar de tener el mismo genotipo, el FR no fue tan alto, lo que pudo deberse,
de forma general, a la alta variabilidad genética detectada en A. palmeri,
encontrandose predominantemente dentro de las poblaciones y en menor
medida entre las poblaciones (Chandi et al, 2013).

La mutacién W574L confiere amplia resistencia a inhibidores de ALS y se ha
descrito que otorga resistencia cruzada a todas las familias quimicas de
inhibidores de ALS (Whaley et al, 2007; Beckie & Tardif, 2012; Heap, 2021)
siendo mas frecuentemente asociada a los herbicidas de la familia SU y a IMI
(Tranel, Patrik J. and Wright, 2002; Heap, 2021). En menor medida se ha
asociado a la familia TP (Bernasconi et al,, 1995; Woodworth et al, 1996) y a la
familia PTB, a la cual pertenecen el piritiobac y el bispiribac, al cual se ha descrito
un nivel de resistencia de mas de 10 veces con dicha mutaciéon (Molin et al,
2016).

La mutacion en la posicion S653 también se encontré entre los individuos RM
analizados (Figura 4.6, Tabla 4.1). Mientras que solo en dos plantas la sustitucién
fue de Ser por Thr, S653T, en el resto de individuos la sustitucién fue de Ser por
Asn, S653N, tal y como se habia detectado previamente en otras poblaciones
de A. palmeri (Singh et al, 2018; Garcia et al, 2020). Ademas, todos los
individuos analizados con esta mutacion simple fueron homocigéticos,
mientras que los individuos que la contenian junto con W574L en la mutacion
doble W574L + S653N, fueron heterocigotos para ambas posiciones.

La presencia de S653N como mutacion doble no afecté significativamente al FR
de las plantas, ya que se detectd el mismo rango de FR en las plantas solo con
W574L y en las plantas W574L + S653N (Figura 4.10). El FR de las plantas
homocigotas con S653N fue el més bajo detectado, a excepcion de un individuo
con un nivel de resistencia de casi 200, por lo que se propone que la mutacién
puntual S653N confiere, en general, baja resistencia a la familia del herbicida P
(Figura 4.10). A pesar de haber estudios que determinan el nivel de resistencia
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de esta mutacion a diversas familias de inhibidores de ALS, no hay estudios que
hayan determinado el nivel de resistencia a P. La mutacion S653N es conocida
por conferir alta resistencia a IMI (Patzoldt & Tranel, 2007; Powles & Yu, 2010)
pero baja o nula a las familias SU y TP (Bernasconi et al,, 1995; Tranel, Patrik J.
and Wright, 2002; Powles & Yu, 2010; Tranel et al, 2019). Sin embargo, se han
encontrado individuos RM en Brasil con esta mutacién en heterocigosis y que
mostraron resistencia a SU, por lo que en ese caso se cree que también podian
estar involucrados otros mecanismos NTSR (Kupper et al., 2017).

La mutacién simple A122T resultd ser heterocigota, tanto como mutacion
simple como mutacion doble junto con W574L (Figura 4.7, Tabla 4.2). Esta
sustitucion descrita por conferir alta resistencia alta a IMI, moderada a TP, pero
baja a SU (Powles & Yu, 2010; Heap 2021), ya se habia descrito antes en A.
palmeri, en una poblacién en Argentina (Larran et al, 2017) y en Arkansas
(EE.UU.), mostrando resistencia moderada-alta a las distintas familias quimicas
de inhibidores de ALS, y en concreto con resistencia al herbicida P (Singh et al,
2018). Como hasta el momento, no hay mas estudios que relacionen esta
sustitucidn con una alta resistencia a otras familias quimicas que no fuesen IMl,
no se descarta la posibilidad de que otros mecanismos NTSR también pudiesen
estar involucrados. En cuanto al FR, el rango de los valores detectados también
fueron bajos en la mayoria de individuos, en comparacion con la mutacién
WA574L (Figura 4.10), lo que podria sugerir, al igual que para S653N, que A122T
confiere baja resistencia al P.

Por ultimo, las mutaciones A205D y G654S (Figura 4.6) no se habian descrito
previamente en A. palmeri (Heap, 2021), pero si en otras especies, aunque no
son muy comunes. La mutacién A205D se encontré por primera vez en 1996 en
Xanthium strumarium L. (Woodworth et al, 1996) y en los Ultimos afios se ha
descrito por conferir amplia resistencia a inhibidores de ALS, incluyendo P
(Brosnan et al., 2016). Esta mutacién solo se detectd en una planta que también
contenia la mutacion W574L, por lo que el papel de cada mutacion en el rasgo
de resistencia es dificil de dilucidar. La mutacién G654S solo se ha descrito en
una poblacién resistente de Setaria viridis en 2008 (Laplante et al, 2009).

La caracterizacion de la resistencia a inhibidores de ALS realizada en la
poblacion RM muestra la diversidad en las mutaciones en las poblaciones
naturales, y mas cuando se trabaja con especies dioicas, de obligado
cruzamiento, como es el caso de A. palmeri, y que acumulan una gran cantidad
de mutaciones en el gen ALS (Singh et al, 2018). Normalmente, una poblacién
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de malas hierbas no suele estar formada completamente por individuos o todos
sensibles o todos resistentes a un herbicida determinado (Cousens & Mortimer,
1995) aunque en general, los genes de resistencia rapidamente se vuelven
relevantes en la poblacion en presencia de los herbicidas (Yu & Powles, 2014).
A pesar de que exista una gran variabilidad entre los alelos (tanto en
homocigosis como en heterocigosis) que componen los genes de resistencia,
si la frecuencia de estos genes es inicialmente alta, su herencia es dominante y
se continla ejerciendo una presiéon de seleccion con los mismos tipos de
herbicidas, se puede producir un cambio hacia genotipos mas resistentes
incrementando asi la problematica del control de las malas hierbas resistentes.

En conclusién, los mecanismos de resistencia detectados en la poblacién RM
fueron ambos TSR. La resistencia a G fue muy homogénea en todos los
individuos analizados, y el mecanismo fue la amplificaciéon génica de EPSPS. El
mecanismo de resistencia a P fue por mutaciones en el gen ALS. Esta resistencia
no fue tan generalizada al presentarla solo el 69 % de los individuos RM, ni tan
homogénea, ya que se detectaron hasta cinco mutaciones diferentes, siendo la
mutacion W574L la mas comun y la que confirié el mayor nivel de resistencia a
P.

5.2 IMPLICACIONES DE LA RESISTENCIA MULTIPLE EN
LAS VIAS DE BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS
ALTERADAS POR LAS RESISTENCIAS Y EN LA FISIOLOGIA
DE LAS PLANTAS RESISTENTES

La evolucién de la resistencia a los herbicidas en las plantas proporciona un
excelente sistema modelo para estudiar la compensacion entre crecimiento y
resistencia. Las mutaciones que otorgan resistencia a los herbicidas pueden
implicar mecanismos adaptativos, compensatorios, de las plantas con
implicaciones en su fenotipo. Asi, el cambio de un solo aminoacido en la
proteina diana de un herbicida, o la sobreexpresion de dicha proteina, puede
influir en multiples rasgos fenotipicos del organismo (pleiotropia), pudiendo
causar efectos perjudiciales en los rasgos de aptitud de la planta, lo que se
conoce como el “fitness cost” o coste de la resistencia, que puede ser perjudicial
en ausencia del herbicida, aunque siga proporcionando ventaja a los individuos
resistentes, en presencia del herbicida. El coste de la resistencia suele
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cuantificarse como el efecto en caracteres de crecimiento y desarrollo
genéricos: tasas de crecimiento relativo, tasa neta de asimilacién de CO,
capacidad de competencia etc.

Las modificaciones que llevan a la resistencia, como las descritas en este trabajo
en la poblacién RM (amplificacién génica de EPSPS y mutaciones en ALS),
pueden tener consecuencias adicionales al efecto en la expresion vy
caracteristicas del enzima codificado. Hasta la fecha, no se ha estudiado en
profundidad la pleiotropia asociada a combinaciones de genes y mecanismos
de resistencia multiple a herbicidas (Délye et al, 2013), ya que casi todos los
estudios de pleiotropia se han realizado en poblaciones con resistencias
simples. Un estudio sobre poblacién RM de L. rigidum mostré que el
mecanismo de resistencia NTSR basado en mayor degradacién del herbicida
tenia como resultado el coste fisioldgico de reduccidén en biomasa vegetativa
(Vila-Aiub et al,, 2005).

En este trabajo no se han observado diferencias en el crecimiento vegetativo
de las dos poblaciones de A. palmeri S y RM sin tratar (Figura 4.1). En otro
estudio también en A. palmeri, pero con resistencia simple a G, se mostrd que
la amplificacidn génica no provocaba efectos pleiotrépicos sobre el crecimiento
de las plantas ni las variables reproductivas (Vila-Aiub et al,, 2014). En la misma
linea, Bravo et al, (2017) en un trabajo comparativo sobre caracteristicas
vegetativas entre poblaciones, se descartd que el mayor crecimiento detectado
en las poblaciones de A. palmeri resistentes a G fuese resultado de un efecto
pleiotrépico del rasgo de resistencia.

En cuanto a la posible comparacién con resistencias simples a inhibidores de
ALS, es de destacar que a pesar de que la resistencia a estos herbicidas por
mutaciones en el gen ALS, estd muy extendida en distintas especies de malas
hierbas, se han hecho pocos trabajos de evaluacion del coste de la resistencia
y sus resultados son variables. Tardif et al, (2006) mostraron que en una
poblacion de A. powelli la mutacién puntual W574L en el gen ALS parecia tener
numerosos efectos pleiotrépicos en el crecimiento y desarrollo, efecto que no
se ha detectado en la poblacidon RM de este estudio, a pesar de presentar dicha
mutacion. En poblaciones de L. rigidum se mostré que 4 mutaciones distintas
del gen ALS en la posicién P197 y una mutacion en W574, en homocigosis,
tuvieron efectos insignificantes en el crecimiento de las plantas y en la cinética
de ALS, y solo hubo una pequefia reduccion en la tasa de crecimiento relativo
de la planta en los casos en los que se vieron alteraron ciertos parametros
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cinéticos de ALS como la actividad especifica, afinidad de sustrato o regulacion
feedback (Yu et al, 2010). Por otra parte, (Li et al, 2012) mostraron la ausencia
de efectos pleiotrépicos de las mutaciones A122Y, P197S, D376E o W574L,
analizando el crecimiento vegetativo de Raphanus raphanistrum, pese a que
esas mutaciones si que produjeron modificaciones en la actividad ALS basal.

En este trabajo se ha evaluado la fisiologia de la poblacién resistente en mayor
profundidad que los aspectos generalmente evaluados en los estudios
pleiotrépicos (crecimiento, biomasa, ciclo...). Todas las determinaciones
analiticas han permitido evaluar en profundidad el metabolismo primario de las
plantas que presentan RM, a dos niveles diferentes: 1) se ha estudiado el efecto
de la RM en las rutas de biosintesis de aminoacidos especificamente inhibidas
y 2) por otro lado se han estudiado distintos parametros fisioldgicos
habitualmente asociados al modo de accién de los herbicidas de estudio
(carbohidratos, aminoacidos, actividades proteoliticas).

Respecto al primer aspecto, apenas existen investigaciones sobre los efectos
que estos mecanismos de resistencia tienen en otras rutas de biosintesis de
aminoacidos en plantas ya que la mayoria de los estudios han puesto mas
hincapié en observar el efecto de los mecanismos de resistencia en el
crecimiento y en la fecundidad de las plantas. En el presente estudio, las plantas
no tratadas de la poblacién RM si mostraron niveles mas altos de expresion de
los genes de la ruta de BAA y de BAR, asi como del contenido de AAR,
evidenciando la existencia de otros efectos. En este trabajo se plantea que sean
consecuencia de la amplificacién del gen EPSPS y de las mutaciones en el gen
ALS observadas. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que estas
diferencias no sean consecuencia de los mecanismos TSR identificados, sino
que estarian relacionadas con un diferente antecedente genético, si bien no hay
estudios al respecto. La poblacién RM provenia de un area geogréfica diferente
(Arizona) que las poblaciones de estudio Sy RG (Carolina del Norte), por tanto,
estas poblaciones podrian haber evolucionado en zonas distantes y haberse
adaptado a las diferentes condiciones ambientales. Este proceso de adaptacion
podria haber dado lugar a diferencias interpoblacionales a nivel genéticoy / o
metabdlico, siendo aln mas relevante para especies como A. palmeri
caracterizada por su gran variabilidad genética, debido principalmente a su
sistema reproductivo dioico.

La amplificacién génica de EPSPS presenta, en general, una correlacién positiva
con la expresidn de este gen (Garcia et al, 2020), tal y como se ha descrito para
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poblaciones de A. palmeri RG (Gaines et al, 2010, 2011, 2020; Fernandez-
Escalada et al, 2016, 2017) o en otras especies del género Amaranthus, como
A. spinosus (Nandula et al, 2014), y en otras especies de malas hierbas (Chahal
et al, 2017). En este estudio, observamos que, la expresién de EPSPS de los
individuos RM fue 130 veces mayor que en la poblacién S (Tabla 4.3), debido al
mecanismo TSR de amplificacién génica. Adicionalmente al incremento en la
expresion de EPSPS, en la poblacién RM se detect6 un incremento generalizado
en la expresion, a nivel de transcritos, de 4 enzimas de la ruta (DAHPS, DQSD,
CM1-3 y CM2) que fue 2-3 veces mayor que en la poblacion S (Tabla 4.3). Este
efecto de mayor nivel de expresion de la ruta por amplificacion del gen EPSPS,
no se detectd en el perfil transcripcional de la ruta del siquimato de una
poblacion con resistencia simple a G, frente a una poblacion S (Fernandez-
Escalada et al, 2017), lo que podria sugerir en primer lugar que es un rasgo
fisiologico particular de las poblaciones con mecanismos de resistencia
adicionales, como sucede en la poblacion de este estudio. Sin embargo, estas
diferencias entre poblaciones con el mismo mecanismo de resistencia a G,
también podrian derivar de los diferentes antecedentes genéticos. Diversos
estudios han mostrado resultados variables entre poblaciones resistentes a
glifosato, con casos genéticamente variables (Kipper et al, 2018) y otros mas
homogéneos (Kipper et al, 2018; Molin et al, 2020; Bravo et al, 2017)
mostrando que las diferencias en los rasgos estudiados en 10 poblaciones
distintas de A. palmeri no se debian a la distancia genética entre poblaciones ni
a la resistencia a G, si no que fueron debidas a las caracteristicas particulares de
los sistemas de cultivo de donde se recogieron (por ejemplo, la rotacién de
cultivos). Aunque existe informacion sobre la variacidon entre poblaciones RG,
apenas hay estudios sobre la caracterizacion de la resistencia y de la resistencia
multiple en poblaciones de A. palmeri provenientes de distintas zonas
geograficas, lo que aporta dificultad para sacar conclusiones definitivas sobre
las diferencias observadas en nuestro estudio.

La poblacion RM en estudio también mostré un incremento de los niveles de
transcritos de dos enzimas de la via BAR: AHAIR y TA (Tabla 4.4). Este
incremento de la expresidn de la mitad de los genes de la ruta de BAR podria
estar relacionado con el rasgo de la RM (o ser consecuencia de la mutacién en
ALS), ya que en una poblacién de A. palmeri con resistencia simple a glifosato
no se vio modificada la expresion de los enzimas de la ruta BAR (Fernandez-
Escalada et al., 2017).
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El contenido en aminoacidos ramificados (AAR) fue el Unico contenido en
aminoacidos diferente entre ambas poblaciones, presentando la poblacién RM
mayor contenido (Figura 4.21), y pudiendo estar relacionado con las
mutaciones en el gen ALS. En general, estas mutaciones no producen impacto
sobre las funciones y propiedades cinéticas del enzima ALS (Gaines et al,, 2020).
En concreto, las mutaciones en la posicion 574 del gen ALS no afectan
drasticamente a la funcionalidad del enzima ALS, pero si pueden alterar la
sensibilidad del enzima ALS a la regulacion feedback por los AAR, resultando en
la acumulacién de estos aminoacidos (Yu et al, 2010). En estudios previos se
habia descrito una acumulacion de AAR en poblaciones resistentes de Lactuca
serriola, Solanum ptychanthum y en lineas de arroz recombinantes transgénicas
con genes ALS mutados (Eberlein et al, 1997; Preston et al,, 2006; Endo et al,,
2013). En la poblacién RM, el mayor contenido de AAR podria también ser
responsable del incremento en la expresion de TA. Se sabe que este enzima
cataliza el paso final en la BAR, pero también esté involucrado en la degradacién
de estos tres AAR (Diebold et al, 2002). Por ello, la mayor expresién del gen
TA podria venir motivada por los mayores contenidos de AAR, si bien se conoce
poco sobre la regulacién de los enzimas de la BAR, sobre todo en el caso de TA
(Maloney et al, 2010).

Respecto al segundo aspecto de la caracterizacion fisioldgica de la poblacion
RM, apenas se detectaron diferencias entre los niveles basales de las
poblaciones Sy RM.

Los contenidos en carbohidratos y en aminoacidos libres totales (AAT) de las
poblaciones S y RM de este estudio fueron muy similares entre las plantas sin
tratar (Figuras 4.16 y 4.19), y el contenido en aminoacidos ramificados (AAR) fue
el Unico parametro diferente entre ambas poblaciones, tal y como se ha
discutido en parrafos anteriores.

En relacidn a las proteasas, no se observé ningun patrén o intensidad de sefial
diferente en el perfil de PLCPs (Figura 4.27) y de VPEs (Figura 4.28) entre los
individuos no tratados de las poblaciones S, RM y Unicamente resistente a
glifosato (RG). Asi, todas estas observaciones sugieren que los mecanismos de
resistencia TSR de la poblacién RM, no tienen un efecto relevante en los niveles
de metabolitos primarios o en el perfil proteolitico.

Hubo una excepcién importante en la caracterizacion fisiologica de la poblacion
RM, que fue la actividad enzimatica GST (Figura 4.31), y que puede estar
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implicada en la fisiologia de las poblaciones resistentes por su participacion en
los mecanismos NTSR. Asi, los individuos control de la RM (y de la poblacion
RG) presentaron mayor actividad de este enzima que los individuos de la
poblacion S (Figura 4.31). Estos resultados podrian sugerir la existencia de una
actividad GST dentro de los mecanismos NTSR en los individuos RG y RM, que
complementaria los mecanismos TSR ya descritos en estas poblaciones. Se ha
descrito la resistencia a atrazina (inhibidor del fotosistema II) a través de un
metabolismo mediado por GSTs en varias poblaciones de A. tuberculatus, se
demostrd que el metabolismo rapido de la atrazina mediado por la conjugacién
de GST conferia la resistencia a dicho herbicida (Vennapusa et al, 2018) y en
una poblacion de A. palmeri (Nakka et al, 2017a), en donde se forma un
conjugado atrazina-GST. Sin embargo, no existen estudios en los que se hayan
detectado metabolitos formados con la conjugacién mediada por GST con
inhibidores de ALS o G.

A pesar de la existencia de mayores niveles basales de GST en las poblaciones
RMy RG, el estudio de la actividad real de este enzima mediante la técnica ABPP
y con la sonda GST-G mostrd que no existian diferencias significativas entre los
controles de las tres poblaciones (Figura 4.32). Los dos resultados
potencialmente contradictorios a nivel actividad espectrofotométrica y de
actividad GST activa podrian deberse a la diferente metodologia. La superior
actividad in vitro (Figura 4.31) detectada mostraria una mayor actividad
potencial en las plantas resistentes que no esta activada en condiciones basales
de las plantas sin tratar, tal y como se muestra en la técnica ABPP (Figura 4.32).
Este estudio indica la necesidad de profundizar en el comportamiento
enzimatico de las GSTs en plantas con resistencia y evidencia que las
poblaciones de malas hierbas pueden presentar multiples mecanismos de
resistencia.

En conclusion, los efectos adicionales pueden variar mucho con el gen que
otorga la resistencia, también pueden variar en funcién de la especie, del origen
y de la historia genética de la poblacion provocada por diferentes condiciones
ambientales, produciendo efectos en determinados parametros fisioldgicos,
hasta incluso no producir efectos visibles, tal y como se ha observado en
nuestra poblacidon de estudio. En la poblacion RM se han detectado efectos
adicionales a los producidos directamente por la modificacion génica de la
resistencia multiple, pero mas o menos relacionados con ella: en la expresion
génica de los enzimas de las rutas de BAA y BAR, y en el contenido de AAR,
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evidenciando efectos muy localizados en las rutas dianas de los herbicidas a los
que la poblacion es resistente. La mayoria del resto de parametros fisioldgicos
evaluados, carbohidratos, aminoacidos y actividades proteoliticas, no present6
diferencias entre las poblaciones S y RM. Se detecté una mayor actividad
enzimatica GST potencial en las plantas resistentes, que podria complementar
su fisiologia resistente como mecanismo NTSR.

5.3 EFECTOS DE LOS HERBICIDAS G Y/O P EN LA
POBLACIONRM Y S

A) EN LA POBLACION RM LOS EFECTOS DEL G ESTAN MUY
ATENUADOS

El tratamiento con G en poblaciones sensibles provoca, en general, una
importante acumulacion de aminodcidos libres totales (AAT) en las plantas
tratadas, lo que ha sido ampliamente descrito (Becerril et al, 1989; Moldes et
al, 2008, 2012; Orcaray et al, 2010, 2012; Vivancos et al, 2011; Maroli et al,
2015; Zulet et al, 2015; Fernandez-Escalada et al,, 2016, 2019).

En la poblacién S la acumulacion del contenido de AAT después del tratamiento
G fue significativa (Figura 4.19). El contenido en AAT presente en una planta en
un momento dado, es el resultado de los aminoacidos aportados por la sintesis
de novo y la degradacién de proteinas, y de los procesos que los consumen:
sintesis de proteinas y degradacién de los aminoacidos en vias catabdlicas
(Singh & Shaner, 1995b). El incremento de AAT en plantas S tratadas con G,
podria deberse a que, bajo condiciones de estrés por el herbicida, la utilizacion
de aminoacidos para la sintesis de novo de proteinas se ve generalmente
inhibida y se incrementa el catabolismo acelerado de proteinas, con un mayor
turnover o recambio proteico (Aradjo et al.. 2011; Hildebrandt et al, 2015). Este
efecto podria ser una estrategia general de mitigacion del estrés o como
consecuencia de la inhibicién de diferentes rutas por parte de los herbicidas.
Para dilucidar con mayor profundidad las posibles causas de la acumulacion de
AAT, en el apartado 5.3.E, se presentan el efecto que tienen las proteasas en el
proceso de recambio proteico o turnover. En las poblaciones resistentes a G (RG
y RM) no se observé incremento significativo de los AAT, mostrando falta de
efecto cuando existe amplificacién génica del EPSPS.
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El efecto del G en el contenido especifico de aminoacidos aromaticos (AAA) es
de especial interés puesto que es la ruta inhibida por este herbicida. En trabajos
previos, en especies sensibles se describié que se produce un incremento en el
contenido en AAA, mostrandose como un marcador de dafio fisioldgico del G
(Orcaray et al, 2010; Zulet et al,, 2015; Ferndndez-Escalada et al., 2016, 2017), o
que no existia un patrén claro en respuesta a la exposiciéon con G (Petersen et
al, 2007; Vivancos et al, 2011; Maroli et al, 2015). En la poblacién S de este
trabajo se detectd una acumulacion de AAA por el tratamiento con G (Figura
4.20), cuyo sentido va en la linea expuesta anteriormente de que la mayor
velocidad de turnover de proteinas puede ser responsable de que el contenido
del producto final de la via se acumule en presencia de su inhibidor.

El tratamiento con G de la poblacion RG no provocd un incremento significativo,
similar a lo descrito en un estudio previo (Fernandez-Escalada et al, 2016). En
la poblacion RM el tratamiento con G no provocd efecto en el contenido en
AAA (Figura 4.20), evidenciando asi el bajo nivel de dafio por G, debido al
mecanismo TSR por amplificacion génica de EPSPS.

El efecto del G en el contenido especifico de aminoacidos ramificados (AAR) se
ha descrito en poblaciones sensibles en otros estudios pese a que el G no es
inhibidor de esta via (Cooley & Foy, 1992; Orcaray et al, 2010; Fernandez-
Escalada et al, 2019). En la poblacion S de este trabajo, el tratamiento con G
produjo un importante incremento en los niveles de Leu e lle (Figura 4.21). En
la poblacion RG también se acumularon estos aminoacidos tal y como se habia
descrito anteriormente (Fernandez-Escalada et al,, 2019), pero en la poblacion
RM, no se observo este efecto (Figura 4.21), lo que podria indicar que los
efectos sobre los AAR se mitigan mas en poblaciones con RM a G y a herbicidas
inhibidores de ALS, que en poblaciones solo resistentes a G, como RG.

En relacion al efecto del G en el contenido en otros aminoacidos individuales,
se ha descrito previamente que en poblaciones sensibles se produce un
descenso en el contenido de los aminoacidos acidos (Asp y Glu), simultaneo a
un incremento de las amidas (Gln y Asn), indicando un cambio en el modo de
almacenamiento de nitrégeno de las formas acidas a las amidas (Orcaray et al.,
2010; Fernandez-Escalada et al, 2019). La poblacién S de este trabajo, mostro
efectos del G solo en los aminoacidos amidas, pero no en los acidos (Figura
4.22.A y B). Estas diferencias en la respuesta podrian deberse a que estos
compuestos se sintetizan a distinta velocidad o que provienen de la
degradacion de proteinas, y su contenido depende de la composicién de las
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proteinas de las que proceden. En las poblaciones RG y RM el G no produjo
efectos en el contenido en aminoacidos acidos o amidas.

Otro efecto fisioldgico ya conocido del modo de accién del G, es la acumulacién
de carbohidratos en hojas (Orcaray et al,, 2012; Zulet et al, 2015; Fernandez-
Escalada et al, 2016), efecto que puede ser usado como marcador de la
toxicidad del herbicida. La acumulacién significativa de carbohidratos solubles
totales (CHST), observada en las hojas de la poblacién S con el tratamiento G
(Figura 4.16.A), puede ser explicada por una inhibicion del transporte de
fotosintetizados por el floema a los sumideros (raices) de la planta (Devine,
1989; Bestman et al,, 1990). La sacarosa es transportada por el floema desde las
hojas a estos sumideros a una tasa mayor a la que puede ser utilizada en los
mismos. Bajo estas condiciones, el gradiente de azlcares requerido para el
transporte a larga distancia se inhibe por una disminucién de la demanda del
sumidero (Orcaray et al, 2012), es decir, se reduce la capacidad del floema, en
la regidn de los sumideros, para importar estos fotoasimilados que no se
utilizan (Wolswinkel et al, 1984). Asi, la disminucién de la demanda de
fotoasimilados en los sumideros, parece ser la causante de que los
carbohidratos se acaben acumulando en las hojas de las plantas tratadas
(Gaston et al,, 2002; Zabalza et al., 2004; Orcaray et al., 2012). En la poblacién
RM el efecto del G en el contenido en carbohidratos no fue significativo. Similar
resultado se mostré en una poblacién de A. palmeri resistente solo a G por el
mismo mecanismo (Fernandez-Escalada et al, 2019). En relacién a la
acumulacién de almidén, este fue el Unico efecto fisioldégico que no se atenud
o fue abolido en la poblaciéon RM (Figura 4.17), al contrario de lo que ocurria en
la poblacién RG por G (Fernandez-Escalada et al., 2019).

El efecto del G en la expresion de las vias BAA y BAR ha sido muy poco
estudiado, si bien en poblaciones sensibles parece que el G induce la expresién
de la via BAA tal y como se ha encontrado en la poblaciéon S de este estudio
(Figura4.11y 4.12) (Fernandez-Escalada et al., 2017; Zulet-Gonzalez et al., 2020).
La inhibicion de la actividad EPSPS es la responsable de esta induccién, ya que
en la poblacién RM no se observé que el G indujera la ruta BAA. Sobre los
efectos del G en la expresion de la via BAR en poblaciones sensibles, estudios
previos mostraron falta de efecto (Fernandez-Escalada et al, 2017, 2019). En
linea con ellos, en la poblacién S de este estudio, no se detectaron cambios
significativos en los niveles de expresién génica en tres de los cuatro enzimas
de esta ruta. La excepcidn fue la expresién del gen TA, que aument6 de manera
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significativa con G. La implicacién del enzima TA en respuesta al estrés en
plantas, ya ha sido descrito anteriormente (Lanzinger et al,, 2015; Buffagni et al,
2020), incluso especificando su funcion catabdlica mas que la anabdlica (Vital
et al, 2017). Al igual que lo observado al comparar las dos poblaciones en
ausencia de herbicida (apartado5.2), los altos niveles de expresion detectados
de TA, podrian estar relacionados con un incremento de la actividad catabdlica
de este enzima, en respuesta, en este caso, al herbicida. En la poblacién RM, no
se detect6 una induccidn de la expresion de TA después del tratamiento con G.

En conclusion, podemos afirmar que el mecanismo TSR de amplificacion
génica de EPSPS alivid la fitotoxicidad provocada por el herbicida G en la
poblacion RM, atenuando los efectos observados en la poblacién S para la
mayoria de los parametros analizados.

B) EN LA POBLACION RM LOS EFECTOS DEL P ESTAN MENOS
ATENUADOS QUE LOS EFECTOS DEL G

Se ha descrito que los herbicidas inhibidores de ALS producen un aumento en
el contenido de AAT y una disminucién de la proteina soluble (Anderson &
Hibberd, 1985; Shaner & Reider, 1986; Scarponi et al, 1995; Zhou et al, 2007;
Zulet et al, 2013). El efecto del P en la poblacién S fue, efectivamente, de un
incremento en el contenido en aminoacidos libres, similar al observado por el
tratamiento con G. Este efecto ya se habia observado con imazamox en A
palmeri (Fernandez-Escalada et al,, 2019), y es un efecto tipico de los inhibidores
de ALS, ya que estos herbicidas inhiben la incorporacion neta de nitrégeno
exdgeno en la sintesis de novo de proteinas (Zabalza et al,, 2006), por lo que el
incremento de aminoacidos podria venir de procesos de degradacién proteica.
Como ya se indico en el apartado anterior con el efecto de G, los procesos de
degradacion proteica se discuten con mayor detalle en los apartados 53.E, F y
G. En la poblacién RM el P no provocd un aumento significativo en los AAT,
evidenciando asi el bajo nivel de dafio ocasionado por el herbicida P.

La acumulacién de AAA tras la aplicacion de inhibidores de ALS, se describio
con anterioridad (Anderson & Hibberd, 1985; Singh & Shaner, 1995b; Orcaray
et al, 2010) pese a que los AAA no se sintetizan en la via inhibida por estos
herbicidas. El tratamiento con P en la poblacion S, provocd un incremento no
significativo de los AAA totales y significativo de Trp (Figura 4.20). El patrén fue
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similar en las poblaciones RG y RM (Figura 4.20). Por el contrario, no se
produjeron modificaciones importantes en los niveles de AAR después de P, en
ninguna de las poblaciones estudiadas (Figura 4.21).

De manera similar al tratamiento con G, el tratamiento con P en la poblacién S
presentd un importante incremento en el contenido de amidas, efecto que fue
atenuado en la poblacién RM y no en la poblacion RG.

Los efectos de los inhibidores de ALS en otros aminoacidos, ya descritos en
otros trabajos (Zulet et al, 2013, 2015), se mostraron también en las
poblaciones S y RG tratadas con P. En la poblacion RM los valores de
aminoacidos como Ser-Gly, Thr, Arg o His, aumentaron, aunque en muchos
casos no fueron significativos evidenciando cierta disminucion en la intensidad
de los efectos del herbicida P, pero sin ser tan evidente la atenuacién como
para otros parametros fisioldgicos.

Un efecto fisioldgico conocido en respuesta a herbicidas inhibidores de ALS es
el incremento del contenido de carbohidratos (Zabalza et al,, 2004; Zulet et al,,
2015; Fernandez-Escalada et al, 2019), igual que con el tratamiento de G. En la
poblacion S, el tratamiento con P provoco los incrementos significativos de
CHST y del contenido individual de cada uno de los azucares (Figura 4.16). Este
es el primer estudio en el que se observa una acumulacidn significativa de
almidoén bajo el efecto de un herbicida inhibidor de ALS para una poblacién S
de A. palmeri (Figura 4.17). En la poblacion RM, el tratamiento con P no produjo
efectos tan marcados como en la poblacion S. Solo produjo una acumulacion
significativa de los CHST, de sacarosa y de almiddn, y se anularon los efectos
sobre la glucosa y la fructosa (Figuras 4.16 y 4.17), lo que respalda la idea de
que las mutaciones puntuales en el gen ALS detectadas en los individuos RM
alivian parcialmente los efectos fitotoxicos provocados por el herbicida P.

En ninguna de las tres poblaciones el tratamiento con P modific6 el nivel de
expresion de ALS (Figura 4.15). El resto de los genes de la ruta BAR tampoco se
vieron afectados por el P en la poblacién S, en linea con lo observado en
estudios previos con imazamox (Fernandez-Escalada et al, 2019) o imazapyr
(Manabe et al, 2007). Por el contrario, en la poblacion RM si se detectd un
incremento significativo en la expresién del gen TA tras el tratamiento con P,
que puede relacionarse, al igual que lo descrito para G en la poblacién S, con
un incremento de los procesos catabolicos catalizados por este enzima, en
respuesta a este herbicida.
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Aunque los inhibidores de ALS no afectan a la via BAA, el estudio de la expresién
de esta via en la poblacion S tratada con P mostré una induccion general de la
via, con la excepcién de CM2 y CM1-3 (Figura 4.11 y 4.12). Este incremento
general no habia sido detectado después de la aplicacion de otros herbicidas
inhibidores de ALS (Fernadndez-Escalada et al, 2019), lo que sugiere que podria
ser un efecto fisiolégico especifico del P que no esta directamente relacionado
con la inhibicién del sitio diana. Este efecto observado en la poblacién S no se
encontro en la poblacion RM tratada con P. Aunque todavia queda mucho por
investigar en este tema, una posible causa de este incremento en la expresion,
podria ser una co-regulacion directa o indirecta de determinados factores de
transcripcion en respuesta a estreses ya que dificilmente se deberia a una
disminucion en los productos finales de la ruta de BAA, puesto que los AAA no
descendieron tras el tratamiento con P (Figura 4.20).

El Unico cambio detectado en el contenido de las proteinas DAHPS y EPSPS fue
que los valores de EPSPS aumentaron significativamente en la poblacién RM
tras el tratamiento con P (Figura 4.14). Este incremento podria sugerir la
presencia de una regulacion post-transcripcional, ya que los niveles de
expresion relativa de EPSPS no se vieron afectados (Figura 4.12).

En conclusioén, en la poblacién RM, el mecanismo de resistencia a inhibidores
de ALS presente en estos individuos, contribuyé a que los efectos fisioldgicos
de P no fuesen tan evidentes como en la poblacion S. En el caso de P, en la
poblacion RM se atenuaron los efectos sobre la fructosa, glucosa, AAT y AAA,
respecto a los observados en la poblacion S; mientras que los efectos
producidos en otros metabolitos (como sacarosa, almidén o ciertos AA) fueron
mas parecidos a los observados en la poblacién S.

C) LA APLICACION CONJUNTA DE G Y P NO EXACERBO LOS
EFECTOS FISIOLOGICOS PROVOCADOS POR SU APLICACION
INDIVIDUAL

Debido a la estrecha vinculacion existente entre ambas rutas de biosintesis de
aminoacidos y los efectos fisiol6gicos comunes provocados por el Gy P, resulta
interesante valorar los efectos fisiolégicos que produce la mezcla de estos
herbicidas en las poblaciones de estudio.
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Los efectos producidos por una mezcla de herbicidas pueden ser sinérgicos
(Joseph et al, 2018) o antagdnicos (Rustom et al, 2019). Si la sinergia es la
interaccion principal, el efecto es mayor que los efectos producidos por la suma
de los herbicidas individuales, lo que podria tener implicaciones agrondémicas,
como la posibilidad de reducir las tasas de aplicacion en estas mezclas (Barrett,
1993). Por el contrario, si la mezcla es antagdnica, el efecto es inferior a la suma
de las aplicaciones individuales de los herbicidas y se necesitaria aplicar la dosis
total recomendada de cada uno de los herbicidas para poder controlar las
malas hierbas (Barrett, 1993). Cuando el efecto de la mezcla es similar a la suma
del efecto de los herbicidas aplicados individualmente, consideramos el efecto
neutro o aditivo (Barrett, 1993).

Se evaluaron los cambios fisiolégicos producidos por la mezcla GP en los
niveles de expresién de las rutas de BAA y BAR y en el contenido de diferentes
metabolitos conocidos como marcadores de la toxicidad de los herbicidas:
carbohidratos y perfil de aminoacidos.

En relacién al contenido de AAT, marcador conocido del efecto de ambos
herbicidas, en la poblacién S el efecto de la mezcla GP fue similar al observado
con los herbicidas aplicados individualmente, es decir, el incremento
significativo del contenido de AAT que se observo tras la aplicacion de G o P,
se mantuvo con la aplicacion de GP (Figura 4.19). Asi, podemos determinar que
el efecto de la mezcla GP produjo un efecto neutro. En la poblacion RGy RM el
efecto de la mezcla fue algo superior al mayor de los efectos individuales o a la
suma de los mismos, provocando el Unico incremento significativo entre los
tratamientos (Figura 4.19).

En la poblacion S, el incremento significativo en el contenido total e individual
de los AAA detectado con G, no se observé con la mezcla (Figura 4.20), en cuyo
caso el efecto fue antagonista. Sin embargo, en la poblacion RG y RM, si se
observd un incremento significativo con GP (Figura 4.20), que en el caso de la
poblacion RG, fue similar al incremento significativo detectado con los
herbicidas individuales G y P. En la poblacién RM, el incremento significativo
detectado con la mezcla a nivel de AAA totales y de Phe, fue igual a la suma de
los efectos individuales, por lo que el efecto se consideré como neutro o aditivo.

Por el contrario, la mezcla no provoco efectos significativos en el contenido de
AAR en ninguna de las poblaciones (Figura 4.21). En el caso de la poblacién RM,
los valores fueron similares a los detectados después de la aplicacion individual
de herbicidas, pero en la poblaciéon RG y S, los valores con GP, fueron menores
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que los detectados después de la aplicacion con G (Figura 4.21). Asi, en todos
los casos, los efectos fueron antagénicos.

El efecto de GP sobre el resto de aminoacidos en ambas poblaciones fue
variable, y se detectaron casos de efectos aditivos o de efecto antagonista, pero
en ningun caso se detectd un efecto sinérgico. En el caso de la poblacién RM,
el efecto aditivo del tratamiento GP fue el Unico que provocd acumulacion
significativa en varios aminoacidos (Thr, Lys, amidas, Ser-gly, Arg y Prolina
(Figuras 4.22, 4.23, 4,24 y 4.25) mostrando una mayor sensibilidad de esta
poblacion a este tratamiento.

Tanto para el contenido de CHST como para el contenido individual de fructosa
y glucosa, el tratamiento GP produjo una acumulacién intermedia entre las
detectadas tras las aplicaciones individuales de G o P en la poblacién S (Figura
4.16). En la poblacién RM, la mezcla no modificé la poca respuesta inducida por
los herbicidas aplicados individualmente sobre los azlcares individuales o su
suma (Figura 4.16).

Cabe destacar que la acumulacion de almidén fue el Unico efecto fisioldgico
provocado por los tres tratamientos herbicidas (G, P 6 GP) que no se atenud o
fue abolido en la poblacién RM, ya que los tres tratamientos provocaron una
acumulacién significativa en ambas poblaciones (Figura 4.17). Este aumento
significativo detectado en la poblacion RM, abre la posibilidad de que las
caracteristicas de resistencia multiple TSR, como son la sobreexpresion de
EPSPS y las mutaciones en el gen ALS, provocan que no se vea atenuado este
parametro fisiolégico. Ello plantearia que otros mecanismos no directamente
relacionados con la diana de los herbicidas podrian estar involucrados en la
acumulacién de almidon detectada tanto en S como en RM.

En la poblacién S, la mezcla GP produjo una acumulacion de siquimato similar
al efecto individual producido por G (Figura 4.3), lo que parece indicar un efecto
neutro. Estos efectos también se habian descrito con otras poblaciones de A.
palmeri RG tratadas con G y con el inhibidor de ALS, imazamox (Fernandez-
Escalada et al,, 2019).

Los efectos de la mezcla GP en la expresion de los genes de la ruta de BAA,
fueron en su mayoria menores que la suma de los efectos individuales (Figura
411 y 4.12), por lo que el antagonismo puede proponerse como el
comportamiento general observado. En el caso de la poblacion S, el aumento
de expresion detectado después de P fue mucho menor con GP. Por el
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contrario, en la misma poblacion S de A. palmeri, se observo una exacerbacion
del patrén transcripcional después de la mezcla (glifosato e imazamox) en
comparacion con G solo (Fernandez-Escalada et al,, 2019).

Curiosamente, la mezcla de herbicidas GP provocé efectos significativos y
diferentes en la expresion de la ruta de BAR entre ambas poblaciones: en la
poblacion S, solo aumentaron los niveles de transcripcién de TA (Figura 4.15.D),
mostrando un efecto sinérgico frente a la aplicacién individual de los herbicidas,
pero en la poblacién RM, el aumento detectado en TA y en DHAD con GP, fue
menor que la suma de los efectos individuales de P y G (Figura 4.15.D), por lo
que el comportamiento fue antagonista. Cabe sefalar la disminucion
significativa observada en la expresién de AHAIR (Figura 4.15.B), también
antagonista. Estos resultados necesitan seguir investigdndose para establecer
patrones claros de respuesta ante la mezcla herbicida, ya que la informacién
sobre algunos de los enzimas de la ruta de BAR es muy escasa (Zhang et al.,
2015).

En conclusion, el comportamiento antagonista de la mezcla estuvo presente
en la mayoria de los casos estudiados. A pesar de que se hayan descrito efectos
aditivos antes (Starke & Oliver, 1998; Li et al,, 2002; Nelson & Renner, 2002), el
efecto antagonista entre el G y los inhibidores de ALS (en la mayoria de los
casos con imidazolinonas) ha sido descrito mas cominmente en estudios dosis-
respuesta (Hydrick & Shaw, 1994; Lich et al, 1997; Shaw & Arnold, 2002). Este
comportamiento general antagonista detectado en el presente estudio, es un
factor esencial a tener en cuenta a la hora de aplicar herbicidas, ya que podria
limitar el uso agrondmico de las mezclas y habria que poner atencién en su uso
ya que el riesgo de seleccién de poblaciones resistentes y con RM podrian
aumentar considerablemente.

D) FALTA DE REGULACION CRUZADA TRANSCRIPCIONAL
ENTRE LA RUTA DE BAAY LA RUTA DE BAR

El tratamiento de plantas con herbicidas inhibidores de ALS o de EPSPS
(glifosato) produce una serie de efectos fisiolégicos comunes, como se ha
descrito en los dos apartados anteriores. Ademas, hay una serie de
interacciones en las modificaciones generadas por ambos tipos de herbicidas,
que ha llevado a algunos autores a proponer la existencia de una regulacién
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cruzada entre ambas rutas de BAA y BAR (Noctor et al, 2002; Orcaray et al,
2010; Pratelli & Pilot, 2014).

En este trabajo, el tratamiento con G en la poblacién S no produjo apenas
efectos en la expresidn de los genes de la ruta de BAR (salvo el gen TA, Figura
4.15), pero el tratamiento con P produjo una induccidn en la expresién de los
genes de la via de BAA (Figura 4.11). Al realizar el estudio en la poblacion RM
no se vieron efectos de ninguno de los dos herbicidas en la expresién génica
de la otra ruta, aunque debido a los mecanismos de resistencia era de esperar
que se detectara menos efecto. La falta de efectos comunes y paralelos en la
expresion de los genes de las rutas BAA y BAR tras el mismo herbicida
descartaria la existencia de una regulacion cruzada entre las rutas de BAAy BAR,
tal y como fue descrito en estudios realizados en otras poblaciones de A.
palmeri, con G e imazamox en una poblacién resistente a G (Fernandez-
Escalada et al, 2017, 2019).

Se necesitarian mas investigaciones para comprender las sefiales que regulan
positivamente estas rutas después del tratamiento con G o P, ya que las
evidencias que respaldan la regulacion coordinada de los enzimas de la
biosintesis de aminoacidos son escasas (Foyer et al,, 2003).

E) DIFERENTE EFECTO DE LOS HERBICIDAS EN EL PATRON
PROTEOLITICO DE LAS POBLACIONES SENSIBLES Y
RESISTENTES

Aunque muy pocos estudios han analizado el papel de las proteasas en la
degradacion de proteinas en respuesta al tratamiento con herbicidas, su
investigacidon es relevante en la profundizacion del modo de accién de los
herbicidas y por poder estar implicadas en la fisiologia de las poblaciones
resistentes a los mismos.

La técnica ABPP permitid la sefalizacién con sondas para los diferentes tipos
de proteasas. Después del marcaje, se observaron tres sefiales de proteina VPEs
entre 35-40 kDa (Figura 4.28.A) y se detectaron dos bandas PLCPs a 35y 25 kDa
(Figura 4.29.A). En estudios previos de marcaje con ABPP en A. thaliana L. (Gu
et al, 2010; Misas-Villamil et al, 2013) y en raices de guisante (Zulet et al, 2013)
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también se observaron sefales de 40 kDa, correspondientes a VPEs y dos
bandas de entre 30 y 40 kDa correspondientes a PLCPs.

En la poblacion S, las bandas de proteasas VPEs (la primera linea de bandas de
proteina) y de PLCPs mostraron una sefial mayor después de los tratamientos
con Gy con GP (Figura 4.28.B y 4.29.B, respectivamente), lo que indica que la
induccion de VPEs y PLCPs es un efecto comun en el modo de accién de ambos
herbicidas. Anteriormente, se habian detectado efectos comunes del Gy de un
inhibidor de ALS, imazamox, sobre el perfil proteolitico de raices de guisante,
aunque, al contrario de lo que sucede en el presente estudio, las actividades
proteoliticas de las VPEs disminuyeron después del tratamiento con herbicidas
(Zulet et al,, 2013).

Las proteasas VPEs son enzimas que han demostrado jugar un papel
importante en las respuestas al estrés ambiental (bidtico y abiotico) (Christoff
& Margis, 2014; Vorster et al, 2019), aunque el conocimiento sobre su biologia
(clasificacion, gendmica, procesamiento de proteinas, activacién, desarrollo de
la planta, expresion bajo estrés, etc.) ha ido aumentando, todavia es bastante
limitado (Vorster et al., 2019). Las PLCPs estan implicadas en una gran variedad
de funciones fisiolégicas proteoliticas como la defensa de la planta o la
senescencia (Liu et al, 2018a) y también juegan un papel crucial en las
interacciones planta-patdgeno, ya que las plantas utilizan este tipo de CysProt
para protegerse de las diferentes plagas (van der Hoorn, 2008; McLellan et al,
2009; Martinez et al, 2012). A pesar de estos estudios, alin no esta
completamente dilucidado el papel de la respuesta fisiolégica de VPEs y PLCPs
frente al efecto del estrés abiotico producido por los herbicidas.

En la poblacidon RG las sefiales de VPEs y PLCPs fueron mas intensas después
de los tratamientos P y GP, y no con G aplicado solo (Figura 4.28.B para VPEs y
4.29.B para PLCPs). Por el contrario, el perfil proteolitico de la poblacién RM no
se vio modificado por ningun tratamiento (Figura 4.28.B y 4.229.B). Asi, estos
resultados confirmarian que el aumento de las actividades proteoliticas en la
poblacion S estaria relacionado con la toxicidad producida por los herbicidas,
ya que no se detectd en las poblaciones resistentes tratadas. En el caso de la
poblacion RG, la resistencia a glifosato aliviaria especificamente el efecto de
este herbicida sobre estas actividades.

Los cambios detectados en VPEs y PLCPs en respuesta a la mezcla de herbicidas
fueron similares a los detectados después de los tratamientos individuales.
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Estos cambios evidenciaron que esta perturbacion fisioldgica no se exacerbo si
ambos herbicidas se aplicaban juntos, de forma similar a lo observado en otros
efectos fisiolégicos como el contenido de carbohidratos o en aminoacidos
(secciones 4.3 y 4.4).

Un aumento en el contenido de aminoacidos y una disminucién en el contenido
de proteina soluble, son efectos muy conocidos de los herbicidas que inhiben
la biosintesis de aminoacidos (Anderson & Hibberd, 1985; Shaner & Reider,
1986; Gaston et al., 2002; Zabalza et al,, 2006, 2011, 2013; Orcaray et al,, 2010,
2012) En este estudio también se detectd un aumento en el contenido en AAT
(Figura 4.19) y un aumento en el contenido de varios aminoacidos individuales
(Seccion 4.4) en respuesta a todos los herbicidas de las poblaciones sensibles
(S a ambos herbicidas y RG a P). En general los resultados indican una relacién
entre un mayor contenido de aminoacidos y una mayor actividad proteolitica
VPEs y PLCPs. Asi, este aumento del pool total de aminoacidos podria deberse
a un aumento en la tasa de renovacion de proteinas, estando las proteasas
involucradas en la degradacién de proteinas para proporcionar a las plantas
aminoacidos que no se pueden sintetizar, debido a la inhibicion producida por
los herbicidas. Cabe destacar la excepcién de la poblacion RM tratada con la
mezcla GP, donde sin verse una activacién de VPEs y PLCPs se detectd una
acumulacién de AA totales y diversos AA individuales.

La funcién de algunos aminoacidos especificos y la degradacion de proteinas
se ha abordado en profundidad en diferentes érganos vegetales (Fait et al,
2008; Gu et al, 2010; Riebeseel et al, 2010; Kochevenko et al, 2012; KriiBel et
al,, 2014). Los estreses abidticos, como la sequia, pueden inducir la actividad de
muchos tipos de CysProt (Khanna-Chopra et al., 1999; Cilliers et al,, 2018). Bajo
estos estreses ambientales, la expresion de genes CysProt esté relacionada con
la degradacion de proteinas dafladas o innecesarias (Martinez et al,, 2012). En
este contexto se podria encuadrar la activacion de las actividades proteoliticas
detectadas en este estudio, como respuesta a un estrés abidtico producido por
los tratamientos con herbicidas. De hecho, se ha descrito que bajo estrés
abiotico producido por infeccién por oomicetos, el incremento de la actividad
VPEs podria ser la responsable del recambio de proteinas y de la liberacion de
nutrientes (Misas-Villamil et al, 2013). Sin embargo, hay aspectos del
catabolismo de proteinas y del papel especifico de las proteasas en dicho
catabolismo que siguen por establecerse.
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La mayoria de las proteasas en plantas pertenecen a la clase catalitica de las
serina peptidasas (Schaller et al, 2018), ya que son la clase mas grande de
proteasas vegetales. Estdn implicadas en muchos procesos bioldgicos,
incluyendo el metabolismo o los procesos de desintoxicacién (Kaschani et al,
2012). En estudios anteriores con A. thaliana L., utilizando la sonda FP y la
técnica ABPP, se identificaron actividades hasta en 45 SHs, incluyendo
subtilasas, carboxipeptidasas de serina (SCPLs) y prolipéptidas (Kaschani et al,
2009). Algunas de las SHs detectadas eran conocidas, pero la mayoria no habian
sido caracterizadas antes (Morimoto & van der Hoorn, 2016). En nuestro
estudio el perfil ABPP de SHs no mostré ningun patrén consistente, ya que se
observaron varias sefiales de entre 25 - 40 kDa que aumentaron o disminuyeron
de forma muy heterogénea tras el tratamiento con herbicidas en cada una de
las poblaciones. Estas sefiales podrian representar cualquiera de las proteasas
de las SHs, pero se necesitan mas experimentos para confirmar la identidad de
estas sefiales. Por el contrario, en estudios anteriores llevados a cabo en plantas
de guisante tratadas con G y con el inhibidor de ALS, imazamox, y realizados
con sondas FP, especificas para este tipo de proteasas, se observaron tres
bandas proteicas de aproximadamente 55-70 kDa, algunas de ellas inducidas
tras los tratamientos con herbicidas, pero las sefiales también fueron bastante
heterogéneas (Zulet et al, 2013).

En conclusion, se han observado efectos comunes de ambos herbicidas en las
actividades proteoliticas VPEs y PLCPs (pero no en SHs), que aumentaron con
G. Py GP en la poblacion S, y con P y GP en la poblacion RG. Los resultados
revelaron que la resistencia a G (en la poblacién RG) y a los inhibidores de ALS
y EPSPS (en la poblacion RM) aliviaron el efecto de la toxicidad producida por
los herbicidas a nivel del perfil proteolitico. De manera mayoritaria, la activacion
de estas actividades proteoliticas esta correlacionada con mayores contenidos
de aminoéacidos libres. Asi, el aumento de estas actividades proteasas
provocaria una mayor degradacion de las proteinas disponibles y, en
consecuencia, el aumento del contenido de aminoacidos detectado.

F) METABOLISMO DEL GLUTATION EN RESPUESTA A LOS
HERBICIDAS

La inhibicion de los enzimas diana de los herbicidas G y P puede resultar en
efectos toxicos secundarios, como cierto nivel de estrés oxidativo (Caverzan et
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al, 2019), o alteraciones en los niveles de glutation. Para controlar el estrés
oxidativo las plantas pueden modificar su estado redox a través de cambios en
el GSH, ya que este compuesto protege a las células mediante la activacién de
diferentes mecanismos de defensa (Foyer et al, 1997; Szalai et al, 2009; Noctor
et al, 2011). El GSH también actia como un agente eliminador de ROS en cuyo
proceso el GSH se oxida a su forma de dimero o disulfuro de glutation oxidado
(GSSG). Los cambios en el estado redox de GSH dependen de la concentracién
total de glutation y de su grado de oxidacién (Meyer & Hell, 2005) y son
responsables de las funciones protectoras y reguladoras de GSH cambiando
durante el crecimiento y desarrollo de las plantas en los diferentes érganos,
tejidos, células y compartimentos (Katerova & Miteva, 2010). El GSH también es
el sustrato de las GSTs, unas importantes enzimas que han sido relacionadas
con la metabolizacién de ciertos herbicidas e identificadas en los mecanismos
NTSR a los mismos. De las tres poblaciones analizadas, la poblacion S presenté
una importante alteracion de los contenidos de metabolitos de glutation tras
el tratamiento con G (Figura 4.33.A y B). Si bien hay algunas referencias
contradictorias, con trabajos donde se habian descrito incrementos con G
(Vivancos et al., 2011; Zulet et al, 2015; de Freitas-Silva et al, 2017, Gomes et
al., 2017; Piasecki et al., 2019) y otros donde se detectaron reducciones o incluso
no se llegaron a observar cambios significativos (Smith et al, 1985), son mas
abundantes las referencias donde se describen aumentos. Dichos aumentos
sugieren que se requiere una regulacion al alza de esta sintesis de GSH para
que tengan lugar las posibles vias de desintoxicacion del glifosato (Vivancos et
al, 2011) o que es un efecto secundario sobre el estado oxidativo producido
por el glifosato. Ambas posibilidades no son excluyentes, y ambas podrian
explicar el incremento de los niveles de GSH tras el G. En relacién al contenido
enzimatico GST, no se observaron efectos significativos con G en la poblacién
S (Figura 4.31), a diferencia de lo descrito en otros estudios realizados en hojas
de cacahuete (Jain & Bhalla-Sarin, 2001), y en trigo, maiz y guisante (Uotila et
al, 1995).

Después de la aplicacién del inhibidor de ALS en la poblacién S, no se
observaron efectos significativos ni en el contenido de glutation ni en el
contenido de GSSG (Figura 4.33. Ay B). En plantas de A. thaliana L. tratadas con
otro inhibidor de ALS, imazamoyx, si se detectd acumulacion de GSH y de sus
precursores (Zulet et al, 2015). Sin embargo, en esta misma poblacién, después
del tratamiento con P, se observd un aumento significativo en el contenido
enzimatico GST (Figura 4.31, banda superior en la Figura 4.32.A) y que no se
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habia descrito con anterioridad en plantas S de A. palmeri. Estos resultados
podrian sugerir que los enzimas GST tienen una actividad elevada y estan
catalizando la conjugacién del inhibidor de ALS con GSH.

Los resultados del metabolismo de glutation de la poblaciéon S mostraron que
la variacion en el contenido de GSH no se correlaciond con una variacién de la
actividad GST después de la aplicaciéon de G y de P. Los diferentes patrones del
contenido de GSH vy la actividad GST tras los herbicidas inhibidores de la
biosintesis de aminoacidos sugieren una diferente respuesta a nivel del
metabolismo del glutation segun el herbicida, mas centrada en una respuesta
a estrés oxidativo en el caso del G y mas a nivel de detoxificacion del herbicida
en caso de P.

En las poblaciones RG y RM Unicamente se detectaron incrementos puntuales
de GSSG en la poblacidon RG después del tratamiento con G (Figura 4.33.B),
evidenciandose en otro parametro fisioldgico mas la fisiologia resistente. Bajo
el tratamiento con el inhibidor de ALS, tampoco se observaron efectos en el
contenido de GSH, GSSG o de glutation total, pero si se observé un aumento
significativo de la actividad GST en la poblacién RG (Figura 4.31) y una mayor
intensidad de las bandas superiores también con P aplicado individualmente
(Figura 4.32.A). En la poblacién RM, no se observaron efectos en ningln caso
después del tratamiento con P. De manera analoga a la respuesta en la
poblacion S, el incremento de las GSTs en la poblacion RG podria estar
relacionado con una posible detoxificacion del herbicida.

El efecto de la mezcla GP provocd solo un incremento significativo en el
contenido de glutation total en las poblaciones S y RG (Figura 4.33.D) de los
metabolitos de glutation analizados. La banda superior de GSTs en el gel de
fluorescencia mostré mayor intensidad después del tratamiento con GP en
todas las poblaciones (Figura 4.32.A), si bien no se observaron incrementos
significativos en los niveles de GST detectados mediante ABPP (Figura 4.32).
Esta mayor intensidad de la banda superior de GST detectada en presencia de
ambos herbicidas en las tres poblaciones sugiere su implicacién en la fisiologia
de accién de los dos herbicidas,

Los resultados parecen indicar qué debido a la situacion de estrés provocada
por los herbicidas, se produjo un incremento moderado de la actividad GST,
solo detectado en la actividad en las poblaciones Sy RG con P (Figura 4.31) y
en la primera de las bandas detectadas con la técnica ABPP tras la mezcla GP
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en todas las poblaciones (Figura 4.32.A). Dicho incremento no estaria
correlacionado con cambios en el contenido de glutation, que solo fueron
detectados en poblacion S tratada G. De hecho, la acumulacion de glutation (en
todas sus formas) solo detectable en la poblacién S parece ser una respuesta
fisiologica relacionada con otros aspectos fisioldgicos del glutation mas alla de
su relacion con las GSTs.

Si la mayor actividad GST in vitro basal descrita en las plantas RG y RM (Figura
4.31 y apartado 5.2) estuviera implicada realmente en la fisiologia resistente de
las poblaciones RG y RM, la intensidad de las bandas GST por la técnica ABPP
deberia ser mayor. En un estudio, se observdé como la resistencia NTSR al
herbicida atrazina estaba relacionada con un aumento de 4 veces la capacidad
detoxificadora de los GSTs frente a las plantas sensibles (Anderson & Gronwald,
1991). Nuestros estudios no muestran claramente una mayor activacion de las
GST en las poblaciones resistentes en presencia de los herbicidas, con lo que se
necesitan mas estudios para dilucidar o comprobar si la mayor actividad GST
basal estd completamente relacionada con la existencia de un mecanismo
NTSR. Seria interesante completar el estudio de estas respuestas con ensayos
que utilicen otra familia quimica de herbicidas inhibidores de ALS, ya que en
estudios realizados con otras especies de malas hierbas como Lolium rigidum
se observaron mayores aumentos de los niveles de proteinas GST en
poblaciones resistentes a herbicidas de la familia de las SU (Torra et al, 2021).

Este estudio es una primera aproximacion a estos mecanismos NTSR, y es
importante seguir analizdndolos, ya que, la resistencia basada en la mejora del
metabolismo también puede conferir resistencia a herbicidas que tienen
distinto mecanismo de accién (Rigon et al, 2020) aumentando la complejidad
en la gestion de las malas hierbas.

En conclusién, en la poblacion S los resultados obtenidos en glutation estarian
relacionados con una respuesta antioxidante frente al estrés oxidativo
provocado por el G y los obtenidos en la actividad GST con una posible
metabolizacién del P. Aunque en las poblaciones RG y RM tratadas no se
observaron aumentos consistentes de glutation o mayor actividad enzimatica
GST frente a los herbicidas a los que son resistentes, el etiquetado de las sondas
en el ensayo ABPP sugiere mayor actividad sobre todo después del tratamiento
combinado GP. Estos resultados no proporcionan una respuesta clara sobre la
implicacién de la actividad GST como mecanismo NTSR o como respuesta
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fisiolégica al estrés producido por los herbicidas. Todo ello, abre una ventana
de posibilidades para seguir profundizando en el papel del glutation y de los
enzimas GST en la fisiologia resistente a los herbicidas inhibidores de
aminoacidos.
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6. CONCLUSIONES

Se comprobd que la poblacién RM efectivamente era resistente tanto a
glifosato como al inhibidor de ALS piritiobac, en ambos casos mecanismos
del tipo TSR.

La resistencia a G se detecté en todos los individuos analizados, y el
mecanismo fue la amplificacion génica de EPSPS con un niimero relativo de
copias génicas de 58.

La resistencia a P, no fue tan generalizada al presentarla el 69 % de los
individuos RM y se debié a mutaciones en la secuencia del gen ALS. Las
mutaciones se localizaron en 5 posiciones; W574, S653, A122, A205 y G654,
y se encontraron individuos con solo una mutacién o con dos de ellas. La
mutacion W574L fue la mas comuin observada entre los individuos con
mutacion simple, presente en todos los individuos con mutacién doble y fue
heterocigética en todos los individuos. Ademas, los individuos con esta
mutacion (tanto simple como combinada con otra) presentaron los valores
de resistencia mas altos de las diferentes mutaciones encontradas.

Como efectos adicionales indirectamente relacionados con la modificacion
génica de la resistencia multiple solo se detectaron en la expresion génica
de los enzimas de las rutas de BAA y BAR, y en el contenido de AAR,
evidenciando efectos muy localizados en las rutas dianas de los herbicidas
a los que la poblacion es resistente.

El mecanismo TSR de amplificacion génica de EPSPS detectado en la
poblacion RM, alivid la fitotoxicidad provocada por el herbicida G,
atenuando los efectos observados en la poblacién S para la mayoria de los
parametros analizados (contenido en AAT, AAA, AAR, aminoacidos amidas,
acidas, otros aminoacidos, carbohidratos).

El mecanismo de resistencia a inhibidores de ALS presente en los individuos
analizados de la poblacion RM, contribuyd a que los efectos fisioldgicos de
P no fuesen tan evidentes como en la poblacién S. Sin embargo, la poblacién
RM mostrd mayor respuesta fisiologica a P que a G, mostrando que el nivel
de resistencia era mayor para G que para P.
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Los datos de este estudio parecen confirmar la falta regulacidn
transcripcional cruzada entre las rutas BAA y BAR por no haberse detectado
efectos comunes y paralelos en la expresion de los genes de ambas rutas
tras el mismo herbicida.

El tratamiento de la aplicacion conjunta de ambos herbicidas en las
poblaciones de estudio muestra que, de manera mayoritaria, provoco el
mismo efecto que el mayor de los dos tratamientos individuales o la suma
de ambos. Asi, en todos los casos se detectd un efecto antagonista o como
mucho aditivo para los parametros fisiologicos evaluados. Este
comportamiento es un aspecto a tener en cuenta a la hora de aplicar
mezclas de estos herbicidas, ya que sugiere que al aplicar la mezcla en
campo las dosis recomendadas no podrian ser disminuidas. Por ello, habria
gue poner atencion en su uso ya que el riesgo de seleccidén de poblaciones
resistentes y con RM podrian aumentar considerablemente.

Ambos herbicidas provocaron una importante induccion de las actividades
proteoliticas VPEs y PLCPs (pero no en SHs) en las plantas sensibles. La
activacion de las actividades proteoliticas se correlacion6 con mayores
contenidos de aminoacidos libres (totales e individuales), coherente con una
mayor degradacién de las proteinas y, aumento del contenido de
aminoacidos libres detectado. La resistencia simple a G (poblaciéon RG) y la
resistencia multiple (poblacién RM) alivid este efecto de induccién de
actividad proteolitica.

En el metabolismo del glutation los herbicidas G y P provocaron efectos
diferentes en la poblacién S. El G provocé un incremento de todas las formas
de glutation y no alter6 la actividad GST, sugiriendo una respuesta
antioxidante frente al estrés oxidativo provocado por el G. El P no afect6 a
los contenidos de glutation, pero provocd una mayor actividad GST,
sugiriendo una posible metabolizacion del P.

Se detectd una mayor actividad enzimatica GST potencial en las plantas sin
tratar de las poblaciones RG y RM, que podria complementar su fisiologia
resistente como mecanismo NTSR. Sin embargo, en las poblaciones RGy RM
tratadas no se observaron aumentos consistentes de la actividad enziméatica
GST frente a los herbicidas cuestionando asi la relevancia fisiolégica de la
actividad GST en los mecanismos de resistencia. Este trabajo aporta nuevos
conocimientos a nivel del metabolismo del glutation dentro del modo de
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accion de los herbicidas G e inhibidores de ALS y profundiza en la fisiologia
resistente de una poblacién con resistencia multiple a ambos.
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CONCLUSIONS

e The RM (multiple resistant) population was resistant to glyphosate (G) and
pyrithiobac (P; ALS inhibitor) due to target site resistance mechanisms
(TSR).

All individuals analyzed showed glyphosate resistance. The TSR mechanism
detected was EPSPS gene amplification with a relative gene copy number
of 58-fold.

Resistance to ALS inhibitors was more variable among individuals (69% of
individuals were resistant) and it was related to point mutations at five
positions in the ALS gene sequence: A122, A205, W574, S653, and G654,
which appeared as single or double mutations. W574L was the most
common mutation in cases with a single mutation, and it was present in all
double mutation cases. This mutation was heterozygous in all cases
detected and it conferred the highest resistance level to pyrithiobac.

e In the RM population, the only additional effects detected and that were
indirectly related to the molecular changes of resistance were gene
expression of BAA (aromatic amino acid biosynthesis) and BAR (aromatic
amino acid biosynthesis) pathways and AAR (branched-chain amino acid)
content. These effects were clearly localized in the target pathways of the
herbicides to which the population is resistant.

The phytotoxicity provoked by herbicide G was alleviated in the RM
population because the TSR mechanism of EPSPS gene amplification
detected. The phytotoxic effects observed in the treated sensitive (S)
population were attenuated in the case of most parameters studied: AAT,
AAA, AAR, amino acids, amides, acids, and others amino acids and
carbohydrate content).

e The physiological effects of P herbicide were not as evident in the RM
population as in the S population due to the resistance mechanism to ALS
inhibitors. However, the RM population showed a higher physiological
response to P than to G response, indicating a higher resistance level to G
than to P.
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The results of this study seem to confirm the lack of transcriptional cross-
regulation between the BAA and BAR pathways, since the application of the
same herbicide did no induced common and parallel effects in gene
expression of both pathways.

The application of the combination of both herbicides provoked mostly the
same effect as the most toxic of the two individual treatments or the sum
of the two treatments. Antagonism or addition were the general behavior
detected in all parameters. This behavior is an aspect to be considered
when both herbicides are applied together as the recommended field rates
of both herbicides have to be fully applied. For this reason, mixtures have
to be used carefully as they will increase the risk of selecting multiple
resistant populations to both types of herbicides.

Both herbicides caused a relevant induction of VPEs and PLCPs (but not in
SHs) proteolytic activities in the S plants. The activation of proteolytic
activities was related with higher free amino acid pools (total and individual
amino acids), consistent with higher protein turnover rates and the free
amino acid accumulation detected. The evaluation of a glyphosate-resistant
population (RG) and RM population showed an alleviation of the
proteolysis induction after the herbicides to which the population was
resistant.

G and P herbicides provoked different effects on glutathione metabolism
in the S population. After G, all glutathione forms were accumulated while
GSTs were not affected, suggesting an antioxidant response to the
oxidative stress induced by G. P did not affect the glutathione contents but
provoked a higher GST activity suggesting a possible metabolization of P.

A higher potential GST enzyme activity was detected in untreated plants in
RG and RM populations, which could be involved in their resistant
physiology as an NTSR mechanism. However, no consistent GST activity
induction was detected in treated plants in the RG and RM populations,
questioning the physiological relevance of GST activity as an additional
resistance mechanism. This work provides new insights about the role of
glutathione metabolism in the mode of action of G and ALS inhibitors, and
fulfills the resistant physiology of a population with multiple resistant
populations to both herbicides.
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Figura 1. Suplementaria. Clasificacion del modo de accion HRAC 2021.
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Anexos

Tabla 1. Suplementaria. Caracterizacién de la resistencia a P en los individuos de la poblacién RM.
Los datos sobre las mutaciones se obtuvieron a partir de la secuenciacion de los individuos, los
datos sobre los genotipos, se obtuvieron a partir del ensayo dCAPS desarrollado para las
sustituciones A122T, S653N/T y W574L en el gen ALS y los datos de los FR, Iso, R?, se obtuvieron a
partir las curvas de actividad enzimatica. Los resultados se presentan en funcién del tipo de
mutacion. Las lineas — en la columna genotipo indican los individuos en los que no se realiz6 el
ensayo dCAPS.

individuo Tipo de Mutacién Genotipo FR R? Iso
RM mutacion
85 W574L RS 2,2 0,642 0,08
72 W574L RS 284 0,758 1.1
87 W574L RS 40,4 0,83 1,8
66 W574L RS 61,7 0,910 2,35
107 SIMPLE W574L RS 1443 0,770 5,49
44 W574L - 363,5 0,873 13,82
25 W574L RS 521,8 0,814 19,85
28 W574L RS 573,7 0,856 21,82
61 W574L RS 591,2 0,942 22,49
89 S653N RR 3,23 0,850 0,12
88 S653N RR 3,41 0,678 0,13
1 S653N/T - 52 0,924 0,48
45 S653N - 7,87 - -
101 S653N RR 7,87 0,934 0,30
SIMPLE
51 S653N RR 8,29 0,951 0,32
86 S653N RR 11,33 0,848 04
6 S653N/T - 11,6 0,96 1.1
73 S653N RR 36,84 0,862 14
77 S653N RR 195,67 0,763 744
27 A122T RS 4,98 0,915 0,19
80 SIMPLE A122T RS 944 0.719 0.36
0,651 9,54
76 A122T RS 250,91
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19

18

56

46

60

63

112

DOBLE

W574L+S653N

W574L+S653N

W574L+S653N

W574L+S653N

W574L+S653N

W574L+S653N

W574L+A122T

W574L+A205D

RS+RS

RS+RS

RS+RS

RS+RS

RS+RS

RS+ -

97,31
109,40
119,19
380,75
426,20
476,30

>500

>500

0,940
0,964
0,956
0976
0,875
0,960
0,845

0,790

3,70

4,16

4,53

14,48
16,21
18,12
48,29

147,86
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