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RESUMEN

El glifosato es el herbicida mas empleado mundiatmeara el control de malas
hierbas, aunque su eficacia se esta viendo mermebigo al desarrollo de poblaciones
resistentes. El glifosato inhibe el enzima EPSR&n(@piruvilsiquimato-3-fosfato sintasa) y
provoca una acumulacion de quinato, un metaboditoirsdario, que podria estar relacionado
con su toxicidad. En este estudio se valoro diokecilad en plantas de dos poblaciones de
Amaranthus palmer{sensible y resistente al herbicida) tratadas quinato, glifosato o la
combinacion de ambos en diferentes momentos deaafin: previa, simultanea o posterior de
guinato respecto a glifosato.

Para ello se han comparado el contenido de siqajmgatnato, aminoacidos, el de los
enzimas DAHPS (3-Deoxi-D-arabino-heptulosonato-sfdto sintasa) y EPSPS, ademas de su
actividad. Los resultados obtenidos en este espatioiten inferir que la aplicacion de quinato
después de glifosato es la combinacion temporahtag perturbaciones metabdlicas induce,
siendo letal para la poblacién sensible y alteragidpatron de la ruta del siquimato en la

poblacion resistente.

ABSTRACT

The herbicide mostly used in the chemical weedrobmg glyphosate, although its
efficacy is being reduced due to resistant popaati Glyphosate specifically inhibits the
EPSPS enzyme (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphatéhage) and induces an accumulation
of quinate, a secondary metabolite, which woulddbeted to glyphosate toxicity. In this study,
this possible toxicity was evaluated on two popale of the weedmaranthus palmeifone
sensitive and the other resistant to glyphosateayspo with quinate, glyphosate, and
combinations of both compounds: quinate beforeudaneously and after glyphosate.

To this aim shikimate, quinate and aminoacidic enfjtcontent of the enzymes DAHPS
(3-Deoxy-D-arabinoheptulosonate 7-phosphate syajteasd EPSPS and EPSPS activity have
been monitored. Results obtained in this study esigifpat applying quinate after glyphosate is
the combination that induces more metabolic pedtiohs, as it was lethal in the sensitive
population and altering the shikimate pathway anrésistant one.



PALABRAS CLAVE

Aminoacidos aromaticos, 5-enolpiruvilsiqguimato-3faio sintasa (EPSPS), resistencia, ruta
del siquimato.

KEYWORDS

Aromatic amino acids, 5-Enolpyruvylshikimate-3-ghtete synthase (EPSPS), resistance,
shikimate pathway.



1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades sobre los herbicidas.
1.1.1. Historia y situacion actual.

Se entiende por herbicida a todo producto quimie ighibe total o parcialmente el
crecimiento de plantas no deseadas denominadas mafhas. Estas plantas obstaculizan los
propodsitos del hombre afectando a los sistemasagsi compitiendo con los cultivos por los
nutrientes del suelo y funcionando como atrayemgestras plagas, como insectos y patégenos.

Las malas hierbas son plantas que crecen de mameel@minante en terrenos altamente
alterados por el hombre, por ejemplo, al implantamonocultivo. Se trata de plantas con alta
capacidad de dispersion y de competencia, |0 gokega grandes pérdidas producidas por la
competencia por agua, luz, nutrientes con losvadtiademas de la alelopatia.

Desde su descubrimiento los herbicidas se hamzadii como un método de control
guimico de estas malas hierbas, ya que permitaringli selectivamente estos vegetales no
deseados y reducir asi las interferencias con utis’r@s de interés, asi como los costes de
produccion, mano de obra y energia derivados.

Hasta la década de los 40, cuando se produjo eubkdsiiento de los primeros
productos organicos con capacidad herbicida, sdeaivgn productos inorganicos como sal
comun, sulfato de cobre o sulfato de hierro pacetrol de malas hierbas.

En 1944 comenzo a utilizarse el 2,4-D (acido 2¢ledofenoxiacético) como herbicida
hormonal con efecto similar a las auxinas, aungusirgetizé por primera vez en 1941 y se
utilizé unos afios con aplicacion antifingica poxibosa.

A partir de los 50 empezaron a sintetizarse nuéwbicidas como las triazinas y
derivados de la urea ambos inhibidores de la fotesis.

Una década mas tarde se descubrieron los bipsjdierbicidas totales muy toxicos
como diquat y paraquat. Actualmente, se prohilm®sercializacion dado su elevada toxicidad
y peligrosidad medioambiental y para la salud.

En 1970 se produjo un cambio en la practica agrigatomenzo a llevarse a cabo la
siembra directa para intentar proteger el suelgaitado por el laboreo continuo. Esto fue
posible gracias a la aplicacién de herbicidas ceimglifosato, un inhibidor la biosintesis de
aminoacidos aroméaticos.

En la década de los 90 se empezaron a desarmdlaultivos resistentes a partir de

técnicas de ingenieria genética alterando los gemglicados en la diana para disminuir su



sensibilidad por el herbicida o propiciando un rheliamo detoxificador de la molécula
herbicida antes de que esta llegue a la dianatdbxggenes capaces de desarrollar resistencia a
la mayor parte de tipos de herbicidas existentesy polo los inhibidores de la sintesis de
aminoacidos cumplen los requisitos para poder dskarplantas tolerantes a ellos, ya que
inhiben una enzima crucial en cada ruta de bicsEBi#e aminoacidos. La enzima una vez
inhibida pierde la sensibilidad ante el herbicida, esta manera se impide su uniéon y se
mantiene su funcionalidad. Tras este descubrimieetodesarrollaron y comercializaron
cultivos resistentes a imidazolinonas, CLEARFIELDylifosato Round up Reaflyy
glufosinato LibertyLin® (Tan et al., 2006), y ya en el afio 2000 un 90%cdkivo de colza
resistente a herbicidas pertenecian a alguno ds &sesb tipos. El uso de cultivos resistentes a
herbicidas acarre6 un aumento en el uso de heaBigilopiciando una gran presion de
seleccion sobre las malas hierbas.

A partir del afilo 2000, se dejaron de encontrar osieviecanismos de accion y se
sintetizaron nuevos herbicidas con los mecanisneogaation ya conocidos, como sucede
actualmente.

El aumento de la presion de seleccion se favorebeld a tres factores: la utilizacion
de cultivos resistentes, la poca variedad en cieamtaterias activas y el modelo agricola actual,
gue persigue un gran nivel de produccion de aliosgmtopiciando un uso abusivo y continuado
de fitosanitarios para combatir plagas y malasharer Debido a este incremento, cada vez mas
acentuado, se ha observado con mayor frecuenaipalacion natural de mas malas hierbas
resistentes a los herbicidas.

Por estas razones, hoy en dia, el cambio de estalaga moderna a una agricultura
mas ecoldgica y consecuente con el medio ambientéenza a tomar mayor importancia.

En los dltimos afos, con la limitacion de la UnBuropea en cuanto a las materias
activas que pueden utilizarse como productos hiddsise ha favorecido la practica de utilizar
herbicidas con idéntico mecanismo de accidn, gederde esta manera otro factor influyente
en el aumento de la presién de seleccion sobmolalaciones de malas hierbas.

En este contexto, en Espafia se redactd el Realetted311/2012 de cuya
implementacion surgio el Plan de Accion Nacion@ NP, por el que se establece el marco de
actuacion para el uso sostenible de productosfiftezios. Esta legislacion busca fomentar la
gestion integrada de los cultivos para evitar ebad®llo de resistencias en plagas,
enfermedades y malas hierbas; preservando asi abrsagricola y contribuyendo

positivamente al medio ambiente mediante un mastetenible de produccion compatible con



la utilizacion racional de productos fitosanitaryos aplicacion de alternativas no quimicas de
manejo de los cultivos, como rotacién de cultimagbecho, siembra directa, etc.

1.1.2. Clasificaciéon de herbicidas.

Existen numerosos criterios de clasificaciéon de Hegbicidas, segun su estructura
quimica, meétodo de aplicacién, comportamiento esuelo, uso principal, etc. Sin embargo, el
mas utilizado se basa en el mecanismo de acciometbicida, ya que proporciona gran
informacion sobre el efecto fitotdxico del herbajidnteraccion herbicida-planta y, por tanto,
ayuda en la eleccién del herbicida ideal para fitamiel manejo agricola de las rotaciones de
cultivo o para el tratamiento de las malas hierba® de los sistemas mas empleados para la
clasificacion de herbicidas es realizado por el KERAHerbicide-Resistance Action
Committee).

Este sistema consiste en 23 grupos diferenciadoletpas (Tabla 1). El dltimo grupo,
Z, se subdivide en 4 subgrupos y se compone décliad con mecanismos de accion no del
todo conocidos. Cada grupo actia sobre una pademeada del interior de la célula vegetal,

como puede observarse en la Figura 1.
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Figura 1. Diana de los distintos tipos de herbicidas, (Feefidélye et al., 2013)).
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Inhibicion de la enzima acetil-CoA
carboxilasa (ACCasa)

Inhibicidon enzimética de la acetolactatc Biosintesis de aminoacidos (lle,

Biosintesis de acidos grasos

sintetasa (ALS) Val, Leu)
Inhibicidn del fotosistema Il proteina D1 Fotosintesis (transferencia de
(psbA) electrones)
Desviacion del flujo electrénico del Fotosintesis (transferencia de
fotosistema | electrones)

Fotosintesis (Biosintesis del

Inhibicion del protoporfirinégeno oxidase grupo Hemo de la clorofila)

Decoloracion: inhibicion de la sintesis d¢  Fotosintesis (Biosintesis de
carotenoides a nivel de la fitoeno desatur carotenoides)

— . Biosintesis de aminoacidos
Inhibicion de la EPSPS sintasa (Phe, Trp, Tyr)

Biosintesis de aminoacidos
(GIn)

Inhibicidn de la dihidropterato sintasa = Biosintesis de Tetrahidrofolato

Inhibicién de la glutamino sintasa (GS)

Inhibicion de la unién de microtubulos en . L, . ,
Polimerizacion de microtubulos

mitosis
Inhibicion de la mitosis Polimerizacion de microtubulos
Inhibicién de la division celular Biosintesis de acidos grasos
Inhibicidn de la sintesis de la pared celul .. .
Biosintesis de pared celular
(celulosa)
Desacopladores Biosintesis de ATP

Inhibicion de la sintesis lipidica Biosintesis de acidos grasos

Regulacion de los genes de

respuesta a auxinas
Inhibicién de AIA Senallzaqon hqrmonal de baja
intensidad

Auxinas sintéticas

Disruptores de la unién de microtubulos
durante la mitosis

Inhibicion de la elongacion celular
Inhibicion de la sintesis de acidos nucleic

Efectos desconocidos

Tabla 1. Tipos de herbicidas segun su modo de accion y diana



1.1.3. Resistencia a herbicidas.

La resistencia de una mala hierba a un herbicidiefee como la capacidad heredable
de un biotipo de una especie para sobrevivir yoeyeirse después de un tratamiento herbicida,
utilizado en un cultivo en concreto y a una deteada dosis de empleo que la hubiese
controlado eficazmente. Se produce como un efestonglario no deseado, consecuencia de
un uso inadecuado y reiterado de un mismo herbicida

El primer caso de resistencia a herbicidas, a ¥nausintética 2,4-D, se observo en
1957 pero hasta 1970 no se documento la resistarttiazinas como un problema de gran
importancia agronémica y econdémica.

La resistencia de las malas hierbas a los herlsigdadebe a una respuesta adaptativa
de estas plantas a la presion de seleccion ejgyordastos compuestos (Powles and Yu, 2010).

Dicha respuesta reflejaria la evolucion de las tplaren su adaptacién a nuevas
condiciones de desarrollo (Powles and Yu, 2010epedderia de la planta, del herbicida
utilizado y de las técnicas de cultivo.

Actualmente, existen a nivel mundial 483 biotipas rdalas hierbas resistentes a
herbicidas, compuestos por 252 especies. Estamplaan desarrollado resistencia a 23 de los
26 lugares de accion de herbicidas conocidos, §3ah&rbicidas diferentes (Heap, 2017). En
las especies de malas hierbas resistentes se lantrawlo resistencias sobre todo a los
inhibidores de la ACCasa (grupo A), inhibidoreslaléALS (grupo B) e inhibidores de la
fotosintesis (grupo C), destacando el crecienteeatmrde las resistencias al herbicida glifosato
del grupo de las glicinas (grupo G).

El control de malas hierbas puede suponer graretdgdas econdmicas e incluso puede
obligar a dejar la tierra en barbecho durante unarims anos.

Para prevenir la aparicion de resistencias se tebevar a cabo un manejo integrado
del control de las malas hierbas. Por lo que lognamas de manejo de resistencias a herbicidas
deben aunar los métodos de cultivo, mecanicos kididas disponibles para su control,
dependiendo del cultivo y la situacion, conformedligo de buenas practicas agricolas.

Muchos de los nuevos compuestos que se comeatiadia el mercado poseen una
actividad residual menor, ejerciendo asi una mpresion de seleccidn sobre las plantaciones

de malas hierbas.



1.1.4. Tipos de resistencias.

La fitotoxicidad ejercida por un herbicida compreraiatro etapas (Catizone & Zanin,
2002) (Figura 2).

1. Comienza con la interceptacion del herbicida pandda hierba, quedando retenido en
el exterior de la planta.

2. Pasado un tiempo es absorbido al interior de |lanais

3. Posteriormente se transporta hasta el sitio dé&mad¢diana). Durante dicho transporte
el herbicida puede ser metabolizado por la planta @stado mas activo.

4. Una vez en la diana, el herbicida ejerce su acad/iitotoxica inhibiendo la actividad
de un proceso metabdlico vital para la mala hidebafecto sobre la diana (mecanismo
de accion) tendra unos sintomas fisioldgicos (mdeaaccion) sobre la planta que

desencadenaran la muerte de la planta.

Algunas malas hierbas son capaces de desarrdiatergcias a diversos modos de accion
mediante modificaciones o mecanismos especifices aiqulan el efecto fitotoxico de los
herbicidas (Chueca, et al., 2005). Los niveleobigdncia de una mala hierba a un determinado
herbicida se establecen segun el mecanismo déeresasdesarrollado.

Es necesario conocer en detalle estos mecanismeopgader llevar a cabo planes integrados
de control de malas hierbas y de esta manera petvemportamiento de una poblacion
resistente a un herbicida ante la aplicacion dedissntas herramientas quimicas, fisicas,
culturales y/o biolégicas para su manejo y conteokfectividad a corto y largo plazo de las
mismas y la posible aparicion de nuevas resistencia

Las resistencias observadas hasta ahora se delumsaatollo, por parte de las malas
hierbas, de mecanismos divididos en dos grupasraaitn del sitio de accion (target-site) y
alteracion de los procesos relacionados con el msoa de accion del herbicida
(interceptacion, retencidn, absorcion, transporteetabolizacion) (non target-site) (Powles
and Yu, 2010).



Herbicide application The consecutive steps of herbicide action

(1) Penetration (2) Translocation to the  (3) Accumulation  (4) Binding to (5) Ensuing
location of the target at the target the target damage, cell and
protein protein location protein plant death

® v
(:)‘, “"\% /I' e
P
@

[ and the corresponding known resistance mcch:.nlsmﬂ

@‘“‘

0-
LN

Peroxidase
"') (C) Enhanced hcrbmdc activity

-
‘B =
)
()

gl

o= ~s'
(A) Reduced (B) Alleredtranslocanon :
penetration compartmenting ' M m F-d

(D) Compensation
or protection
(E) Target ovcrproducnon (F) Target mutation

Figura 2. Esquema de los principales tipos de resisten@gpoesentan las plantas frente a los herbicidas,
(Fuente:(Délye et al., 2013).

1.1.4.1. Resistencia por la modificacién del sitide accion (target-site).

Los herbicidas provocan la letalidad de las plantadiante un efecto primario sobre
enzimas que desencadena efectos secundarios. Ulicamon en la estructura del enzima,
debido a mutaciones en su secuencia aminoacididaciria la afinidad por el herbicida e
impediria su unién efectiva y, por tanto, su efedésivado (Figura 2, F), otorgando asi
resistencia ante dicho herbicida.

Las mutaciones en la cadena de nucleétidos delmenziiana pueden producir
duplicaciones génicas que conlleven una sobrearprds la diana que concede resistencia a

un determinado herbicida (Figura 2, E).

1.1.4.2. Resistencia debida a cambios en los preas que intervienen en la accion
del herbicida (non target-site).

* Reduccién de la concentracion de herbicida en elkisi de accion.

Para garantizar la efectividad de un herbicid& dsbe actuar sobre el centro de accion
a una concentracion suficiente para resultar |8iaésta concentracion es baja su presencia se

reduce en el sitio de accién, que se mantieneaadistas bajas concentraciones se pueden



conseguir con una reduccién en procesos como letnaeron, absorcion y translocacion del
herbicida o con el secuestro de esta moléculagémalos celulares metabdlicamente inactivos.

- La absorcion del herbicida depende de si la aplicacion se realiza en
preemergencia (absorcion via radicular) o en postrgencia (penetracion via foliar). Cuando
la resistencia a herbicidas se produce por fal&bdercion por via radicular se debe a factores
morfolégicos, como diferencias en la profundidasuctura anatomica del sistema radicular,
asi como a factores fisiologicos. La resistenciaidiea la falta de absorcion por via foliar
dependera de la cantidad de herbicida adherido @af#ta (Figura 2, A). La tolerancia a
tratamientos de post-emergencia se asocia a difaseen la composicion en ceras de la
cuticula foliar.

— Al igual que en los procesos anteriores de absojmédetracion, la
translocacion del herbicida por el interior vegetal depende de la forma decaplel
tratamiento herbicida: por via radicular, el heidacse movera segun su naturaleza quimica, es
decir, segun la acumulacion del herbicida no méizdmto en la raiz que impide la
translocacion de la materia activa a la parte adegain la metabolizacion del herbicida a una
forma no traslocable del mismo, como conjugadosarpsl y segun la restriccion del
movimiento del herbicida al sistema vascular (vasosarios y secundarios) (Figura 2, B).

Si la aplicacion se realiza por via foliar el moigénto de los herbicidas se clasifica
segun se transporte por el xilema o por el flogyaaque el transporte de herbicidas por via
xilematica sigue el flujo del agua hacia los maegefoliares y los espacios intervasculares,
mientras que el transporte por via floematica deépendel gradiente de concentracion de
herbicida entre las células del floema y las mésa$iy de la capacidad del herbicida de quedar
retenido en las células floematicas durante sispi@nte.

— Otro mecanismo muy eficaz de resistencia a heidmscsg basa en gkcuestro
o compartimentacion del herbicidallevado a cabo por la vacuola vegetal. Los caseshan
sido descritos en la bibliografia se daban anépli@acion de herbicidas con accion hormonal
e/o inhibidores del PSI. Sin embargo, se descondognprocesos subyacentes a estos

mecanismos de compartimentacion.

» Metabolizacion a especies no toxicas.

Otro tipo de resistencia a herbicidas consisteaarapacidad de degradar el herbicida
antes de que éste cause dafos irreversibles.dtaliza mediante procesos de detoxificacion

metabdlica en los cuales las moléculas fitotoOxsmastransformadas en compuestos inocuos.
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La velocidad de degradacion enzimética dependaaterés enddgenos y exdgenos,
como el estadio de crecimiento de la planta, laslicioones climéaticas, etc. (Figura 2, C).

La detoxificacion metabdlica pasa por tres fasesefl (conversion), fase Il
(conjugacion) y fase Il (deposicion). Esta divisido constituye una regla general ya que
alguna de las fases puede no estar presente eéndios los procesos de detoxificacion. En
algunos casos, la molécula herbicida puede serathgybicida inactivo que debe activarse vy,
ademas, algunos procesos de conjugacion son fglesrgor lo que su efecto no modifica
significativamente la cantidad de herbicida libreacelular.

— Fase | o conversidnalgunos herbicidas pueden ser conjugados direct@anmientras
gue otros deben ser convertidos en metabolitosniei#ios ya que carecen de sustituyentes
disponibles en sus moléculas, como grupos amoitiaptilo o sulfhidrilo.

— Fase Il o conjugacion Los conjugados constituyen los metabolitos finad@ los
procesos de detoxificacion de herbicidas.

— Fase Ill o deposicion La ruta metabolica sobre la que incide el hedaidetermina el
destino final de los metabolitos terminales y cgafios. Los conjugados glicosidicos se
almacenan en la vacuola y los conjugados de oagenoacidico son excretados a la pared

celular y posteriormente integrados en la molédaléignina, formando un residuo insoluble.

1.2. Ruta del Siquimato.

La ruta del siquimato abarca las reacciones prahegpde la biosintesis de aminoacidos
aromaticos, fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) yptidfano (Trp), y se compone de siete

reacciones enzimaticas.
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Fosfoenolvpruvato + Eritrosa 4-fosfato
\ DAHP sintasa
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3-Dehidrosiquimato
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47
Antranilato Prefenato
v " hY
L-Triptéfano L-Tirosina L-Fenilalanina

Figura 3. Pasos principales de la ruta del siquimato (Fu@t&e and Powles, 2008).

Como se puede observar en la Figura 3, la rutaesoraicon una unién de una molécula
de fosfoenolpiruvato, PEP, (intermediario en lacallsis) y otra de eritrosa-4-fosfato
(intermediario de la ruta de las pentosas fosfateymina al llegar al corismato (precursor de
aminoacidos aromaticos).

Los aminoécidos resultantes, asi como algunosmeidiarios laterales de la propia ruta
(Ej. quinato), se utilizan mas tarde para sintetireetabolitos secundarios en los tejidos

vegetales.
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1.2.1. DAHPS y EPSPS.

El primer enzima de la ruta, que constituye laagtdrde carbono en la misma, es el 3-
Deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-fosfato sintasaAdiPS. Este enzima lleva a cabo la unién
de PEP y Eritrosa-4-fosfato dando lugar a DAHP.

Las DAHP sintasas constituyen un grupo de metalo®&® que contienen cationes
metalicos divalentes (ej. Mo CF*). Todas ellas poseen en su estructura pequefidaidem
periféricos relacionados con la regulacion alosémediada por aminoacidos aromaticos
(Maeda and Dudareva, 2012).

Otro de los enzimas claves en la ruta de siquireaiel Enolpiruvilsiquimato-3-fosfato
sintasa, EPSPS, el cual es diana del herbicid@sglid mayoritariamente utilizado en
agricultura y que inhibe este enzima ocupanddiel & union de su sustrato PEP.

1.2.2. Quinato.

El &cido quinico, acido 1, 3, 4,5-tetrahydroxycyeranocarboxilico, (Figura 4) es un
metabolito sintetizado en una ramificacion latatal la ruta biosintética del siquimato en
plantas. Se trata de un compuesto estructuralnsgmiar al siquimato presente en células
vegetales y en algun microorganismo (Boudet, 1983hida et al., 1975; Orcaray et al., 2010).

A pH fisiolégico, el &cido quinico se encuentrasarforma idnica, el quinato.

HO™ ™" “OH
OH

Figura 4. Estructura del acido quinico (C7H1206).

El quinato se encuentra en elevadas concentraciemdsjidos fotosintéticos y no
fotosintéticos de plantas herbaceas (Yoshida e1@F5) y en tejidos jovenes o en desarrollo
de coniferas (Osipov and Aleksandrova, 1986) yafest La acumulacion de quinato es mas
significativa en angiospermas, mientras que laglgmato es caracteristica de gimnospermas
(Boudet, 1973). Curiosamente las plantas que aammgliinato contienen unos niveles de
siguimato muy bajos, y viceversa. Ambos compuestasstran un patron de acumulacion
anual con un pico durante el periodo de crecimigr@rimo en primavera, debido a las grandes
tasas de actividad fotosintética, y un descensantieiiel verano. Este patron bifasico junto con
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su redistribucién desde las hojas hacia el tronies yaices sugieren su papel en el sistema de
almacén de carbono como reserva, que posteriormste utilizado en la sintesis de
compuestos fendlicos, como las ligninas (Hoffmanal.e 2004;A. M. Boudet, 2012).

La sintesis de quinato por parte de las plantasadiza mediante dos enzimas, a partir
del dehidroquinato por el enzima dehidroquinattasia o a partir del siquimato por el enzima
quinato hidroliasa (Orcaray et al., 2010). Estarper almacenar precursores aliciclicos en

forma de quinato cuando el flujo de carbono ema de siquimato es muy elevado.

1.3. Glifosato.
1.3.1. Contextualizacion.

La primera molécula de glifosato fue sintetizadakgenri Martin, de la Farmacéutica
Cilag, pero no fue hasta 1970 cuando John E. FdenMonsanto verificO su capacidad
herbicida.

Desde su introduccion comercial en 1974 el glilms-fosfometilglicina, se ha
convertido en el herbicida mas utilizado a nivehafial. Siendo la molécula de glifosato, unida
a la sal de isopropilamina, la primera molécula emmlizada y utilizada en tratamientos de
post-emergencia como herbicida no selectivo.

En 1996, con el desarrollo e introduccién de losneros cultivos transgénicos
(modificados genéticamente) de maiz, algodon yresjatentes al glifosato en el mercado (Ej.
Roundup Readyse produjo un aumento considerable de este ldgibyain mas de su precio.

Los cultivos mencionados presentaban resistenciahasbicida debido a una
sobreexpresiéon del enzima EPSPS introducida eresanga, producida por un gen EPSPS
insensible a glifosato perteneciente a una cepderobacterium Estos avances fueron los
que permitieron el uso del glifosato en tratamisnpost-emergencia para eliminar malas
hierbas emergentes (Duke and Powles, 2008).

Hasta esa fecha, el uso de glifosato se utilizabagricultura como un remedio
tradicional para eliminar de forma no selectivaastis malas hierbas en pre-siembra o para el
control de las malas hierbas en los espacios kiteras de arboles y vifiedos. Con la aparicion
de los cultivos resistentes al glifosato, el hadaigpasé a utilizarse de forma selectiva, in situ
y post-emergente, siendo usado ademas en cultyokas anuales.

En la actualidad, los cultivos resistentes al gito ocupan mas del 90% de los cultivos
transgénicos utilizados en todo el mundo. Estastggamodificadas genéticamente llevan

ademas del gen mencionado anteriormente, un g&eli®bactrum anthropjue codifica un
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enzima glifosato oxidorreductasa, GOX, y producgdgradacion de la molécula herbicida en
el interior celular, disminuyendo asi su inciderarida ruta diana (Tan et al., 2006).

Hoy en dia, se cultivan variedades transgénicas@e(90%), algodon (70%), colza
(75%) y maiz en Estados Unidos, mientras que eaftasian solo se permite el cultivo de maiz
modificado genéticamente.

El brutal aumento en las ultimas décadas del ukgliftesato se debe a la expiracion,
en el afio 2000, de la patente que acotaba la c@ieacion del producto. El glifosato ha
resultado ser menos agresivo para el medioamhbigig@lgunas técnicas tradicionales, como
el laboreo, y otros herbicidas a los que sustityyea conllevado a la disminucién del uso y
guema de combustible fésil en los cultivos glifosagsistentes. El principal problema del uso
de cultivos transgénicos radica no solo en el mergo del uso del glifosato, sino también en
el posible flujo de genes de las especies moddicaa las especies silvestres que ha

desencadenado la aparicion de resistencias a estesyherbicidas de forma natural.

1.3.2. Mecanismo y modo de accion del herbicida fgisato.

El herbicida glifosato se absorbe rapidamenteasrde la superficie foliar, variando
las tasas de absorcion dependiendo de la espedigidopermite clasificarlas segin su
sensibilidad. Su mecanismo de absorcion princip#h elifusion de la molécula de glifosato a
través de las cuticulas, una vez en el interidragesporta por el floema hasta los tejidos con
mayores reservas metabolicas de sacarosa. Estautaoliene una tasa de degradacién muy
baja y su modo de accion lento le otorga una aficaxcelente.

El glifosato constituye el Unico herbicida que Uactsobre el enzima 5-
enolpiruvilsiqguimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) i(Btecken and Amrhein, 1980) de la ruta de
biosintesis de aminoacidos aromaticos. Este hdebieictia como sustrato del EPSPS,
uniéndose a la proteina de forma analoga al fosfpenvato (uno de los substratos verdaderos
del enzima). De esta forma impide la unidon delm@azcon su sustrato y bloquea su actividad
lo que conlleva el bloqueo de la ruta y, por tad]a sintesis de aminoacidos. La inhibiciéon
de dicha proteina desencadena, ademas, un gramtaude siquimato-3-fosfato, que se
acumula en forma de siquimato en los tejidos de#data sometida al tratamiento (Duke and
Powles, 2008), como se ha podido observar en esturtin aplicacion foliar de glifosato
(Lydon and Duke, 1988; Becerril et al., 1989; Hewhez et al., 1999; Orcaray et al., 2010;
Orcaray et al., 2012)..

Esta acumulacion de siguimato puede llegar a sugteneedia el 8 % del peso seco de
la planta (Orcaray et al., 2010), como se ha olsieren soja con un 3 % del peso seco de la
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planta (Hernandez et al., 1999), o incluso llegaadicanzar mas del 16 % en otras especies
de leguminosas.

A pesar de su amplio y extendido uso aun hoy esaligesconoce con exactitud la causa
de la muerte de la planta tras un tratamiento clifiosgto, aunque se barajan varias
posibilidades como la falta de aminoacidos arornatague produce un descenso en la sintesis
proteica o el aumento del flujo de carbono debitlogérdida de la regulacion inhibitoria de la
ruta, que produce una sintesis excesiva de sigoignat posterior acumulacion (Duke and
Powles, 2008).

La aplicacion de herbicidas inhibidores de la initesis de amino&cidos aromaticos
desencadena también una acumulacion de ciertobotieta del metabolismo secundario. En
concreto se ha podido detectar una importante degibn de quinato en hojas tras la
aplicacion de glifosato a través de la soluciomitive y aplicaciones foliares, incrementandose
dicha acumulacion a lo largo del estudio (Orcatagl.e2010; Zulet et al., 2013a).

El glifosato es un herbicida movil en el floemar pm que se transporta por toda la
planta, y tiende a acumularse en las regiones taerddicas. Tras la aplicacion de glifosato los
sintomas fitotdxicos (como clorosis y posteriornsis en las hojas, malformaciones y necrosis
en los meristemos) aparecen lentamente, pudiersdy gdéas e incluso semanas hasta darse la
muerte de la planta (Gruys and Sikorski, 1999). & arontrario, los efectos que produce el
glifosato en ciertos procesos bioquimicos espedfie pueden observar pasadas unas horas,
por ejemplo, la actividad fotosintética tiende ahilirse de forma gradual debido
principalmente a la disminucion de la conductaesi@amatica (Fuchs et al., 2002).

Las primeras investigaciones llevadas a cabo selbeéecto del glifosato en plantas
observaron un aumento de la cantidad de Phe padadalas tras el tratamiento, asi como, un
aumento del contenido de aminoacidos libres totalasa disminucion de la proteina soluble
(Haderlie et al., 1977).

En otros estudios contemporaneos se obtuvo queomterido de aminoacidos
aromaticos disminuia, mientras que el contenidammoacidos libres totales permanecia
invariable (Hollander and Amrhein, 1980). Este d&tipropuso la existencia de un sistema
control homeostatico entre diferentes reservasmaaacidos, autorregulado ante la falta de
un aminoacido, pudiendo estimular una mayor degradale proteinas lo que aumentaria el
contenido de ese aminoécido.

En estudios mas recientes realizados en plantagiidante se observdé un aumento

general en el contenido total de aminoacidos libresrto plazo asi como un descenso en el
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contenido de aminoacidos aromaticos (Orcaray £2@l0; Orcaray et al., 2012; Zulet et al.,
2013b).

1.3.3. Resistencia a glifosato.

El uso del glifosato de forma abusiva y sin conttotante los ultimos 20 afios ha
propiciado el desarrollo de resistencias de forataral en diversas especies.

La resistencia a glifosato se puede deber a unéfeagon génica del enzima EPSPS
por duplicacion de genes. Desde hace poco se canmbgaievo mecanismo de secuestro
vacuolar del herbicida, u otros efectos como umédaanecrosis de la hoja que impide se
traslocacion (Sammons and Gaines, 2014).

La primera variedad de mala hierba resistentefasglio desarrollada de forma natural
fue identificada en 2001, en una poblaciénGlmyza canadensigrocedente de Georgia,
Estados Unidos (Sammons and Gaines, 2014). Estaplavo una rapida expansion en varios
campos de soja de Estados Unidos, alcanzandortoboPes de hectareas infectadas al poco
tiempo.

Este problema aplicado a otras malas hierbas mapeatdivas, comocAmaranthus
palmeri ha llegado a suponer grandes pérdidas econémpicagduccion del rendimiento de
cultivos. Esto se ha podido observar en regionedystoras de algodon de Sudamérica con
hasta 200.000 ha de campos infestadds galmeri, Ambrosia artemissifolia, Ambrosia ti#i
y Amaranthus tuberculatugsistentes a glifosato.

La gran presion de seleccion ejercida sobre lascesp de malas hierbas debido al
abusivo uso del herbicida glifosato junto con otnesbicidas con diferente mecanismo de
accion ha propiciado el desarrollo de resistereiaisos modos de accion distintos. Este hecho
supone que a medida que evoluciona la resistehglif@sato, las plantas también podrian
conservar genes que les otorguen resistencia & bebicidas utilizados (Sammons and
Gaines, 2014) desarrollando asi resistencia méltiph resistencia multiple a diversos
herbicidas se observé por primera vez en el afi6,200Australia y Sudafrica en una poblacion
de Lolium spp resistente a glifosato, asi como en campadgdelon de Estados Unidos en
Amaranthus palmeriesistente a glifosato (Tan et al., 2006).

1.3.4.Amaranthus palmeri y su resistencia a glifosato.

La especie escogida para el estudio Amearanthus palmeriSe trata de una planta

dioica anual de alto porte originaria de Sonorajaalifornia (México), Arizona y California,
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USA (Ehleringer, 1983). Fue descrita por primera ga una coleccién de especies de San
Diego, CA, por el Dr. E. Palmer (Watson, 1877).

Su amplia y rapida dispersion por el sureste dadést Unidos ha convertido a esta
especie en una de las mas competitivas en loyasiltie interés comercial y econémico. Su
presencia afecta al crecimiento y rendimiento dehus cultivos, como ocurre en maiz, soja y
algododn.

La especieAmaranthus palmeriue la primera mala hierba en la cual se desciaio
resistencia a glifosato por amplificacion génichgia EPSPS. Este descubrimiento se llevé a
cabo en una poblacién procedente de Georgia, UBgteRormente, este mismo mecanismo
de resistencia se ha identificado en otras especr@sA. tuberculatugLorentz et al., 2014;
Chatham et al., 2015),0lium perenne ssp. multifioru®alas et al., 2012kleusine indica
(Chen et al., 2015) Kochia scoparigWiersma et al., 2015).

La amplificacién se debe al aumento del nimerooggas del gen de EPSPS, lo que
implica un mayor nivel transcripcional de EPSP$or, tanto, un mayor contenido proteico y
una mayor actividad enzimatica (Gaines et al., 20B6te mecanismo de amplificacion se ha
relacionado con transposones o elementos genétidotes (Gaines et al., 2013).

El aumento del contenido proteico bloquea los efedel glifosato supliendo la
carencia de aminoacidos aromaticos generada poerbicida y permitiendo que la planta
mantenga su correcto metabolismo (Powles and Y10)2Q0 que supone que a mayor numero
de copias del gen se necesitan cantidades mayemgifasato para inhibir el enzima EPSPS
(Vila-Aiub et al., 2014).

Se ha podido comprobar que este mecanismo desregesse hereda en la descendencia
(Powles and Yu, 2010) y que esta herencia se etraueras influenciada por el progenitor
femenino, a pesar de que la multiplicacion de tgsas se amplifica en el genoma nuclear
(Ribeiro et al., 2014).

1.4. Justificacion del estudio.

En estudios previos, se ha podido observar quplieaaion de herbicidas inhibidores
de rutas de biosintesis de aminoacidos produaidesacumulacion de metabolitos intermedios
como es el caso del quinato (Orcaray et al., 2010).

Este quinato ha sido utilizado en diversos estugiasa comprobar su posible
fitotoxicidad al ser aplicado exdgenamente, coabgtivo de encontrar nuevos ingredientes

activos de origen natural para la obtencién de osidnerbicidas y de esta manera aliviar la
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presién de seleccidbn generada al abusar de habiadn el mismo modo de accidn,
preservando asi el medio ambiente.

Zulet, et al., (2013) observaron que aplicandquélato exdgeno a través de la solucion
nutritiva por via radicular el tratamiento resu#idbtal para las plantas y, ademas, simulaba
varios cambios fisioldgicos detectados tras lacaplon de glifosato. Por el contrario, la
aplicacion exdégena por via foliar no produce lamgude la planta ya que los efectos fitotdxicos
observados fueron menores y afectaron mayoritaritevad crecimiento.

Una vez comprobada la limitada fitotoxicidad delhagiio cuando es pulverizado sobre
las hojas, se valoraron sus posibles efectos dplicamnjuntamente con el glifosato. La
aplicacidon de quinato previamente al glifosato pi@reeducir el efecto del glifosato aislado, lo
que podria sugerir un efecto paliativo del efeebitida (Zulet-Gonzalez, 2014). Resultados
similares obtuvo Villanueva, (2016) con la apliéecidel quinato de forma simultanea y
posterior al herbicida. Sin embargo, las limitae®en cuanto al crecimiento de las plantas no
permiten extrapolar conclusiones fiables por lo guenecesario desarrollar un experimento
integrador con todas las posibilidades temporatespticacion conjunta de quinato y glifosato.

Asi, en este Trabajo Fin de Master se aborda latiGmede establecer el momento
apropiado de aplicacion del quinato realizandovataracion de su efecto cuando es aplicado
en combinacién con el glifosato en diferentes mdosede aplicacion: previo al herbicida
glifosato, simultdneamente y posteriormente, empabtaciones de la mala hierAearanthus

palmeri sensible y resistente al glifosato.
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2. OBJETIVOS.

La utilizacion excesiva de herbicidas, como ebglifto, para el control de malas hierbas
ha generado la aparicion de resistencias en \@sfEies vegetales comaranthus palmeyi
qgue ha desarrollado un mecanismo de resistencabas la amplificacion génica (posee mas
copias de la diana EPSPS del glifosato).

Utilizando un compuesto secundario derivado detkadel siquimato, el quinato (que
se acumula en plantas tratadas con glifosato),eterqe valorar el efecto fitotoxico de dicho
compuesto en combinacién con el herbicida pararetissu posible efecto potenciador.

El objetivo general de este Trabajo de Fin de Mé&sevalorar la aplicacion conjunta
de quinato y glifosato en diferentes aplicacionesusnciales, observando los efectos
fitotoxicos producidos a las plantas de dos pobtes deAmaranthus palmeruna sensible y
otra resistente al herbicida.

Los objetivos especificos que se plantearon fueron:

- Valorar el efecto potenciador fitotoxico del catio sobre el glifosato
dependiendo del momento de aplicacion: antesyed® después que el herbicida.

- Evaluar la respuesta fisioldgica a los distintasamientos comparando ambas
poblaciones (sensible y resistente) y analizand@spuesta de la regulacién de la ruta del
siguimato en las plantas tratadas.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Material vegetal:Amaranthus palmeri.

El ensayo se llevo a cabo con plantaf\deranthus palmeriuna especie vegetal C4
anual dioica originaria de Estados Unidos (Figyrd_&s semillas son de 1 mm de diametro y

de color oscuro.

Figura 5. Detalle de una planta adulta Amaranthus palmeri

El sistema radical de estas plantas se componenderaiz pivotante fibrosa con
multiples raices laterales, lo que le otorga uaa gapacidad de absorcién de nutrientes y agua.
Esto junto con su rapido crecimiento y gran validéd la hace una especie muy competidora
con otras de interés comercial clasificandola commmala hierba (Villanueva, 2016).

En este estudio se utilizaron semillasAdearanthus palmerde dos tipos, un biotipo
sensible y otro resistente al herbicida glifosdtmadas por el Dr. Todd Gaines, Colorado State

University, y procedentes de Carolina del NorteAUS

3.1.1. Siembra, germinacién y condiciones de cregiento.

Previo a la siembra del material vegetal se prepedio de cultivo agar al 0,65%, que
posteriormente se repartio con una jeringuillaeetds distintoseedholdergolocados en un

soporte de plastico con agujeros.
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Las semillas se esterilizaron siguiendo el método Labhilili, et al., (1995)
introduciéndolas en una solucion compuesta de lipticsddico (1 %, v/v) y SDS (0.01 %,
p/v) durante 40 minutos y consecutivamente en sdtacion de acido clorhidrico 0.01 N
durante diez minutos. Todo este proceso se reatizgitacion constante gracias a una noria
giratoria.

Una vez el agar hubo solidificado, se lavaron &mikas con agua desionizada y se
coloc6 una semilla en cadaedholderPosteriormente, se cubrié el recipiente con pepel
aluminio y se guardd en una camara fria, mantensmd 4°C y en oscuridad durante cuatro
dias.

Pasados estos cuatro dias se trasladaron losemeipia un germinador con un
fotoperiodo de 18 horas de luz a 30°C y 6 horassdaridad a 18°C durante tres dias.

Finalizado el periodo de germinacion se colocaasrplantas con agua destilada en un
fitotron, con un fotoperiodo de 18 horas luz / 8asode oscuridad, temperatura 22°C / 18°C,
humedad relativa 60% / 70%, respectivamente, yRAR de 60Qumol/ m s. Al cabo de una
semana se sustituyo el agua por solucion nuttitoegland, previamente preparada, y burbujeo
por aireacion forzada gracias a una bomba de &rede 1,85 W con flujo de 750 cc/ min,
(Figura 6A).

La solucién nutritiva utilizada en el cultivo higrénico se corresponde a la utilizada en
el ensayo de Hoagland and Arnon, (1950) enriquezndaKNG; 15 mM..

Figura 6. A. Vista de los recipientes con aireacion forzadauna bomba colocados en fitotron.

B. Detalle de urseedholdecon plantula.

Los recipientes, en donde crecieron las plantatogseedholderqFigura 6B), se

componian de un cierre hermético y un recubrimiefgcuna capa negra fotoaislante para
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mantener las raices en oscuridad y a su vez ttatampedir el crecimiento de organismos no
deseados como algas.

Se colocaron unas 8-9 plantulas por recipienteriemto el resto de agujeros con
tapones de corcho como se puede observar en laEdA y B), y se rellenaron cada uno por

completo con solucién nutritiva.
3.1.2. Tratamiento.

Las plantulas se mantuvieron 14 dias en el fitob@maireacion forzada. A los 20 dias
de edad se procedi6 a aplicar los distintos traatos.

Los tratamientos se aplicaron mediante pulverizigon volumen de 2.52 ml por cada
contenedor, que supuso un volumen de aplicacig®@® L/ha), con ayuda de un aerdgrafo
conectado a un compresor (Modelo Wetherone, BragoetB0OW; 10 L/m; 2.5 bar).

Los tratamientos utilizados fueron: “Control”, “@aito” y “Glifosato” como
tratamientos simples y otros tres mas combinaniftwsgto y quinato variando el momento de
aplicacion, primero el quinato y 24 horas despui@gifesato “G+Q Antes”; a la vez “G+Q
Simultaneo”; o primero glifosato y 24 horas despgémato “G+Q Después”. Todos los
tratamientos constaban de dos recipientes, contiBgdantulas cada uno.

En el caso del tratamiento “Control” se utilizé wwducion de Biopower 27.65% (p/v)
(Bayer CropScience, Valencia, Espafia) diluido eraatgsionizada.

Para los tratamientos con quinato se prepar6 uneiéo de quinato 400 mM (76.8 g/L)

y para facilitar su absorcion se afiadio el surfaetdiopower. En estudios previos se ha
comprobado el posible efecto fitotoxico temporakdta dosis de quinato en guisante (Zulet et
al., 2013b), por lo que se decidio utilizar la mésm

Las aplicaciones de glifosato se realizaron amdetiuna solucién comercial con una
dosis del herbicida del 36% (p/v) (Bayer Garderf@yBayer Cropscience, Valencia, Espafia),
que no resulta letal para las plantas, para agr@gteciar los posibles efectos potenciadores
del quinato. La dosis recomendada en campo es8dek@/ha (1.6 g /L) para plantas de mas
de 46 cm de altura (Culpepper et al., 2006). Em es$0 se aplicd un cuarto de la dosis para la
poblacion sensible 0.21 Kg/ ha y la mitad, 0.421&g para la poblacion resistente, ya que en
estudios realizados anteriormente se pudo obsgneaa estas a dosis se producia acumulacion
de siquimato en hojas de plantas sensibles (Feezdgscalada et al., 2016).

El esquema de aplicacion (Tabla 2) que se sigui@rebas poblaciones, sensible y
resistente, se establecio en seis dias (dia -0, dia 1, dia 2, dia 3 y dia 4) de los cualesgn |
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tres primeros se realizo la pulverizacion de lagatnientos y en los dos ultimos se llevd a cabo

un muestreo foliar.

Tiempo (dias)

1 0 1 2 3 4
Tratamientos
. Muestre| Muestre| Muestre -
Control - Biopower
o] o] o]
. . Muestre| Muestre| Muestre| Muestre
Quinato - Quinato
o] o] o] 0
. . Muestre -
Glifosato - Glifosato - - o
uinat . Muestre -
G + Q Antes Q Glifosato - -
0 o]
G+Q Glifosato y Muestre
Simultaneo Quinato o]
. . . Muestre -
G + Q después - Glifosato Quinato - o

Tabla 2. Esquema del momento de aplicacion de cada tratéanyesontenido de cada compuesto

3.1.3. Muestreo.

El dia 3, se procedié al muestreo de cada tratamim discos de hoja de 4 mm de
diametro obtenidos mediante el uso de un micropetfr (Health uni-core, Bucks, UK),
introduciendo tres discos por eppendorf, y de hefdsras preservadas en viales.

Las muestras recolectadas se congelaron en nitsdiggmndo y se conservaron a -80 °C
para preservar lo mejor posible el tejido vegetal.

Ademas, se determinaron los pesos frescos de m@salsdjas por planta y tratamiento.
Los pesos secos se obtuvieron tras secar las msiestrestufa de aire recirculado a 75 °C
durante 48 horas. Ambos se utilizaron para calculesesarios posteriormente en las
determinaciones analiticas.

Se mantuvieron plantas de cada tratamiento paier pbdervar su evolucién en los dias

posteriores y valorar su respuesta a la dosis eciga aplicada.
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De los viales con las muestras congeladas algumasasituvieron intactos para las
pruebas destinadas a la determinacion de la aativddl enzima EPSPS y el resto se macharon
aun congeladas utilizando un microdesmembrator MMR&tsch. Una vez la muestra adquirio
una textura de polvo, se dividieron los viales Bouatas de 0.1 g para las determinaciones

analiticas posteriores.

3.2. Determinaciones analiticas.
3.2.1. Electroforesis desnaturalizante e inmunodeteiéon de DAHPS y EPSPS.

Para la determinacion de la cantidad de DAHPS yH3PSe realizé la técnica de
inmunodeteccion descrita por Hoagland et al., (2082 utilizaron las alicuotas de 0.1 g
congeladas a -80°C.

El protocolo a seguir se realizé en dos dias cantises:

- El primer dia, se llevo a cabo la extraccion gorvolumen cuatro veces el peso
fresco de cada muestra. Se afiadid una solucion uEstg de tampon de extraccion
previamente preparado (MOPS 100 Mm, EDTA 5mM, ditrik 100 1%, Glicerina 10% KCI
50 mM, Benzamidina 1 mM y lodoacetamida 100), al cual se le afiadié en fresco PMSF
1ImMy PVPP 1% (p/v).

Tras agitar bien con ayuda de un vortex, se dejaposar las muestras en hielo durante
10 minutos y luego se centrifugaron a 4°C y 18 §@@rante 30 minutos.

El sobrenadante de cada muestra se recogié enavo mppendorf. A partir de la
muestra diluida se determiné el contenido de praten un lector de microplacas mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976).

Para la electroforesis se utilizd un sistema Mirotgan 3, geles homogéneos de
poliacrilamida SDS al 12.5% (1mm) y tampon de etdotesis (tris 25mM, glicina 192 mM y
SDS al 10% (w/v)). Se mantuvo la electroforesisnidutos a 120 V y posteriormente se subio
el voltaje a 150 V hasta el final, alrededor deahpmedia. Como marcador molecular se
utilizé ColorBlust C1992, (Sigma).

La transferencia de proteinas se realizo ponieada gel en contacto directo con una
membrana PVDF de 0,48m, previamente activada con metanol, sumergidoasmpon de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y meta@6fo (v/v)) y sometidos a una corriente
continua de 100 V durante 75 minutos.
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Una vez finalizada la transferencia, para bloqu@smembranas se colocaron en un
recipiente con leche en polvo desnatada diluida 8BS 5% (p/v) y se mantuvieron en
agitacion hasta el dia siguiente.

El gel sometido a la transferencia se coloco erplacaa de petri de cristal y se tifié con
azul de Coomassie (GelCdifeBlue Safe Protein, Thermo Scientific, USA).

- El segundo dia, se retir6 el azul de Coomassiagelel se realizaron varios
lavados con agua destilada hasta eliminar el piatecompleto.

Tras extraer las membranas de la leche, se realizees lavados consecutivos de 15
minutos cada uno con TTBS 1X (TTBS 10%, v/v; Tweém,05%).

La inmunodeteccion se realiz6 incubando las menalsrann anticuerpo primario. En
el caso de la DAHPS, en los geles se cargaramgdde proteina en ambas poblaciones y el
anticuerpo primario se utilizé a una diluciéon DQ@urante 1 hora (Orcaray et al., 2011). El
anticuerpo primario fue producido por la empresagBnes (Berlin, Alemania) a partir de una
secuencia de aminoacidos de DAHPS de alfalfa median programa de prediccion de
epitopos especificos. Este programa predice buzlenas de giro con aminoacidos
hidrofilicos y aminoacidos que rompen la estructeta-plegada o alfa-hélice y que suelen
estar expuestos al disolvente en la estructuraatercy pueden proporcionar excelentes
epitopos. El anticuerpo se realizé frente a losisiges péptidos sintéticdsAA93479 C-
QFAKPRSDSFEEKN.

Para la inmunodeteccién de EPSPS, en los gelesgaron 15ug de proteina para las
muestras de la poblacion resistente yug0para las de la poblacion sensible. El anticuerpo
primario utilizado fue antiEPSPS con una dilucié20D0, producido por la empresa Agrisera
AB (Vannas, Suecia) a partir de secuencias de auidos (193-206) de EPSPSAlepalmeri
(Gen Bank accession no. FJ861242).

Pasado el tiempo de incubacion, se realizaroridweslos consecutivos de 15 minutos
cada uno con TTBS 1X.

La segunda incubacién se realizé con anticuerponsizcio conjugado con fosfatasa
alcalina a una dilucion 1:20000 durante una horas Tealizar los ultimos tres lavados se
procedié a revelar las bandas proteicas de la nmarabron un Kit de revelado (Kit Biotin;
Biorad) con nitro bluetetrazolium y 5-bromo-4-clBondolil fosfato (NBT/bCIP) como
sustratos, manteniéndolo en oscuridad y agitacion.

Una vez las bandas se hicieron visibles, se escanks membranas y se cuantifico la

cantidad de proteina en cada banda con un densitd@8 800 (Bio-Rad Laboratories).
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3.2.2. Cuantificacion de la actividad enziméatica dEPSPS.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de EBSe realizdé con el método de
Gaines et al., (2010) con algunas modificaciones.

A los viales recogidos en el muestreo y congeladeé0°C con las muestras intactas
sin machacar se les afadio tampon de extracciéorP@ITW0 mM, EDTA 5 mM, KCI 5 mM,
Glicerol 10% (v/v), Benzamidina 0.5 mM, PepstathauM, Leupeptina 4.21M, Inhibidor
tipsina 2.5 mq), al cual se le hubo adicionadorescb PVPP 1% (p/v) y Mercaptoetanol 7%
(manejado en campana de extraccion de gases).

Tras machacar y homogeneizar las muestras conrgnmgpreviamente enfriado en el
frigorifico, se filtraron con papel Miracloth y sentrifugaron 40 minutos a 4°C y 7.500 g. El
sobrenadante resultante se utilizé para realizarpidecipitaciones consecutivas con sulfato
amonico, del 0 al 45% y del 45 al 70%.

En la primera precipitacion, 0-45%, se afiadieram doamos de sulfato amoénico
calculados en funcién del volumen de cada muestasieriormente se centrifugaron a 10 000
g y 4°C durante 30 minutos. De la misma forma,esegioé el sobrenadante y se realizé la
segunda precipitacion con sulfato amaonico, 45-7BPoeste caso, se desecho el sobrenadante
y se resuspendié el pellet en tampdén de resuspe(EIMOPS 10 mM, EDTA 0.5 mM vy
Glicerol 5 % (v/v)).

En el siguiente paso del protocolo, se realizéeshthdo mediante la centrifugacion de
las muestras en columnas Zeba Spin Desalting Cawand Devices, 7 K MWCO (Thermo
Scientific; Pierce) a 1000 g y 4°C durante 2 misuto

Una vez obtenido el extracto desalado, se obtuvoatdidad de proteina soluble
mediante el método Bradford (Bradford, 1976) y eostmente se midié la actividad EPSPS
determinando la liberacion de fosfato mediante lewura enzimética en un lector de
microplacas, acoplando la reaccion EPSPS a une&kiteteccion de fosfato (Enz Check
Phosphate Assay kit E-6646; Molecular Probes). &acpocillo se afiadieron tampon de
reaccion (MOPS 100 mM, M@I| 10 mM, Glicerol 10 % (v/v), NaMoO, 2 mM y NaF 200
uM), MESG (2-amino-6-mercapto-7-metil-purinaribogidel mM, PNP (purine-
nucleosidephosphorylase) 100 Units/mL, un volumeaglia miliQ hasta alcanzar los 280
por pocillo, PEP (fosfoenolpiruvato) 50 mM, y s de proteina determinados tras el desalado
de las muestras en funcion de la concentraciérrateipa de cada muestra. En la poblaciéon
sensible se necesitaban 1gdgde proteina EPSPS por pocillo, mientras que £rekistentes

tan solo 1.25.9.
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Tras preparar la microplaca, se midio la absorlaea860 nm de forma continua durante
10 minutos, en un lector de microplacas a 25°Cn@uiae obtuvieron los datos sin sustrato se
afadié siquimato-3-fosfato (S3P, 10 mM) a cadallgogise realizo la medida con sustrato
durante 5 minutos.

3.2.3. Determinacién del contenido de quinato.

Al realizar el muestreo de las hojas tratadas comado aislado, se procedi6 a eliminar
el quinato residual que no fue absorbido por ladige foliar con un pafio mojado. De esta
forma se podran apreciar las diferencias de quipedducido en la ruta tras los distintos
tratamientos, evaluando su contenido en las hogdiamte su comparacion con las plantas
control.

La determinacién del contenido de quinato se réaigartir de alicuotas de 0.1 gramos,
congeladas previamente a -80°C.

En primer lugar, se preparé TCA al 5% que posterémte se afiadio a cada eppendorf
con las muestras y, tras agitar con un vortexesgiugaron a 4°C durante 15 minutos a 2500¢g
(Orcaray et al., 2010).

El sobrenadante resultante se recogié en un tubplastico y se lavd tres veces
sucesivas con dietiléter saturado con agua (praesdizado en la campana de extraccion de
gases). En cada lavado se afiadio dietiléter sat@adda tubo y se agitd con un vértex, tras
lo cual se recogio el éter que quedaba en |la papterior con una pipeta pasteur.

Al finalizar el tercer lavado se burbujed la muaston Helio durante 2 minutos para
eliminar el éter que residual que pudiera quedse vertio el contenido limpio en eppendorfs
gue fueron congelados a -20 °C para su posterididae

El contenido de quinato se determiné por cromaft@yrédnica empleando un
METROHM 940 Professional IC Vario con detector daductividad. Se emple6 una columna
supresora Metrosep A supp 16 150/4°0 y otra coluMaarosepA supp 16 Guard 4°0.

El flujo fue de 1 ml/min y se emplearon distintdsyentes: agua ultrapura (A), NaOH
60 mM (B) en gradiente: 90 % B en A del minuto @@l 0 % C en A del minuto 18 al 26, y
90 % de A del minuto 28 al 40; 10 % B del minutal Q0; 100 % B en A del minuto 18 al 26,
y 10% de nuevo de B del minuto 28 al 40. La conmeeitin de quinato se expreso copgode

quinato/ g PF
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3.2.4. Determinacién del contenido de siquimato.

Los extractos utilizados para la determinaciércdatenido de siquimato se obtuvieron
a partir de las muestras de discos de hoja recogidangeladas.

La extraccion de siquimato se realizé segun el deétte Shaner, et al., (2005) con
muestras congeladas en eppendorfs a los cuales a@ddio HCI 0,25 N a cada uno. Tras agitar
los eppendorfs con ayuda de un vértex, se colocamda noria giratoria durante una hora y
treinta minutos y posteriormente se congelaroraG2

Para el analisis de la concentracion por deterndnagspectrofotométrica se siguio el
protocolo descrito por Cromartie and Polge, (20@d)andose alicuotas de cada extracto e
introduciéndolas en los pocillos de una placa deraplacas. Posteriormente, se afiadié una
disolucion de acido peridédico:metaperiodato (0.2528%, p/v) a cada pocillo y se mantuvo
la placa en oscuridad durante una hora.

Pasado este tiempo, se afiadidé hidroxido de sod®KN: sulfito de sodio (0.6M
/0.22M) en cada pocillo y se midi6 la absorbancd8@nm en un lector de microplacas.

Para poder extrapolar las concentraciones de sajoise realiz6 una recta patron
estandar a distintas concentraciones: 0, 5, 1042080 y 160 mM de &cido siquimico y se

expresaron en unidades g de siquimato por disco de hoja.

3.2.5. Determinacion del contenido en aminoaciddibres.

La determinacion del contenido de aminoécidos dils® realizé mediante la toma de
muestras, previamente reducidas a polvo y alicastambn 0.1 g almacenados a=80. Dichas
muestras fueron homogeneizadas en un volumen deltd&é HCI 1 M, vertiendo el contenido
en un tubo donde se dejo reposar 10 minutos em. Wedontinuacion, se procedio a centrifugar
las muestras a 20.000 g durante 10 minutos/&4

El sobrenadante se recogioé en un eppendorf y fugatieado hasta un pH de 7-8 con
NaOH (1M y 0,5M) y HCI (1M.). Tras apuntar el volam final de cada extracto, se
conservaron a -20C hasta su utilizacion en la determinacion de aéuruws libres.

En la determinacion del contenido en aminoacidugdi de los extractos se utilizé un
equipo de electroforesis capilar BeckmanCoulter828-(Beckman Coulter Inc., CA, USA)
compuesto por un capilar de silice fundida deus0de diametro y de longitud 43/53.2 cm. El
método fue descrito por Arlt et al. (2001). Seizidilun tampdn compuesto por una solucion de

borax 50 mM yo-ciclodextrina 45 mM, pH 9.2 y las condiciones aélais se dieron a un
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voltaje de 30 kV y 20 °C. El contenido de aminoésigde expres6 comanol aminoacido/ g
PS.

3.3. Andlisis estadistico.

Para realizar el analisis estadistico se utilizireyrama Statistix 8.

Los resultados obtenidos en cada prueba se evalaplicando un andlisis de varianza
(ANOVA) simple a cada poblacion por separado wtitido como variable el tratamiento, para
los resultados significativamente diferentes paaRg 0.05 se indicaron en graficas con letras
diferentes para cada tratamiento, mientras quenaparaciéon de medias se realizd con la

prueba del Test de Tukey HSD.

La comparacion de medias se realiz6 mediante unTtele Student para muestras
independientes considerando varianzas iguales.
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4. RESULTADOS.

El ensayo se llevé a cabo con plantas de dos pobh&x deAmaranthus palmeriuna
sensible y otra resistente, a las cuales se leapt tratamiento con el herbicida glifosato y
un acido organico, el quinato, de forma conjunéasiada para observar el comportamiento de
esta especie ante dichos tratamientos y valomeeto del quinato como posible potenciador
de la toxicidad del herbicida.

Tres dias después de aplicar los tratamientosyadaagon los efectos macroscopicos
producidos debido a la aplicacidon de quinato yoghto, de forma aislada y conjunta (24 horas
antes, simultaneamente 6 24 horas después) cordempobservarse en la Tabla 3.

Cada poblacion de estudio, amBasaranthus palmerresistente o sensible recibidé una
dosis de glifosato diferente, y que fue superioekcaso de la poblacion resistente, elegida
segun estudios previos para causar una toxicidédesuie no letal que permitiera observar si

el efecto del quinato potencia el del glifosatol€faGonzéalez, 2014; Villanueva, 2016).

4.1. Resultados visuales y evaluacion de la letadid en las plantas tratadas.

La alteracion del crecimiento y/o desarrollo vebeealas plantas debido al tratamiento
resulté ser dificil de evaluar debido a la altaehmgeneidad da. palmerique, al ser una hierba
silvestre no cultivada, presenta un crecimientagies y muy heterogéneo en cada plantula
bajo las mismas condiciones.

En la Tabla 3 puede observarse el estado de lagaplde cada poblacién habiendo sido
sometidos a tratamientos simples de “Control”, ‘" y “Glifosato”. El estado de las
plantas tratadas con los tratamientos combinadgsiideto y glifosato se muestra en la Tabla
4. En las dos tablas se puede comprobar que ambllsicpnes no se mostraban
significativamente afectadas por ninguno de lasutngentos aplicados debido principalmente
a que la evaluacion se realizé en un tiempo relatente breve de solo tres dias y las dosis

aplicadas de glifosato eran bajas.
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Poblacién

Tratamientos

) Sensible Resistente
simples

Control

Quinato

Glifosato

Tabla 3. Aspecto macroscopico de los tratamientos simpldasedos poblaciones, sensible y resistente, de
Amaranthus palmepasados tres dias desde la aplicacion.
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Poblacién

Tratamiento

) Sensible Resistente
s combinados

Glifosato +
Quinato
antes

Glifosato +
Quinato

. 7 p n R /
simultaneo | |54 L™ \
3 Z

Glifosato +
Quinato
después

Tabla 4. Aspecto macroscopico de los tratamientos combinaddas dos poblaciones, sensible y resistente, de
Amaranthus palmepasados tres dias de la aplicacion.
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Tanto en la poblacién sensible como en la pobla@éistente se pudo observar que
las hojas de las plantas del tratamiento “Contplrecen con franjas grisdceas cenicientas

como quemadas (Tabla 5) que serian efecto delgsopfactante.

Poblacion

Tratamiento Sensible Resistente

Control

Quinato

Glifosato

Tabla 5. Detalle de hojas de ambas poblaciones sometidasdidtintos tratamientos aislados: “Control”,
“Quinato” y “Glifosato”.
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En cuanto al tratamiento con quinato, en la pobfasensible mostré unas quemaduras
similares, pero mas grandes que en el tratamigdatfol” y con enrollamiento del apice de
hoja; mientras que en la poblacion resistentedbme la superficie foliar aparece una mancha
con un color menos intenso (recuadro rojo, Tahla 5)

Poblacién

Tratamiento Sensible Resistente

G+Q Antes

G+Q Simultaned

G+Q Después

Tabla 6. Detalle de hojas de ambas poblaciones sometidasdidtintos tratamientos combinados: “G+Q
Antes”, “G+Q Simultaneo” y “G+Q Después”.
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Los tratamientos con glifosato, tanto aplicado atenf aislada como combinado con
quinato, produjeron cierta clorosis en ambas paih@s aunque mas acentuada en aquellas
plantas pertenecientes a la poblacion sensibleo(satologia propia del herbicida utilizado),
como se puede observar sefialado en los cuadras enjda Tabla 5 para el tratamiento
“Glifosato” y en la Tabla 6 para los tratamientosnbinados. A simple vista el tratamiento que
mayor efecto macroscopico tuvo fue “G+Q Despuéplicando quinato posteriormente al
glifosato (Tabla 6).

De todos los tratamientos se mantuvieron unos osandlividuos para valorar los
efectos a largo plazo de los tratamientos y congrsbalguno resultaba letal.

Se pudo apreciar que la poblacion resistente reabpesu tasa de crecimiento habitual
unos dias tras el tratamiento y no se podian aprefgctos en el estado de las plantas. Por el
contrario, en la poblacion sensible se observé migntras que las plantas de los tratamientos
“Glifosato” y G+Q Simultaneo” sobrevivian, los @atientos “G+Q Antes” y “G+Q Después”

resultaron letales (recuadro rojo Figaya

Figura 7. Estado de las pantas pertenecientes a la poblseiible pasados 15 dias tras el fin del muestieo (
izquierda de derecha: “G+Q Simultaneo”, “G+Q Ante¢&+Q Después” y “Glifosato”). El cuadro rojo sédia
los tratamientos “G+Q Antes” y “G+Q Después”, regpamente, que resultaron letales.

4.2. Efectos del tratamiento sobre la diana del hbicida glifosato.

Para valorar los efectos de los tratamientos dalatiena del herbicida se determin6 por
un lado la cantidad de proteina EPSPS por inmuaodén y por otro la actividad in vitro por

espectrofotometria.
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En la Figura 8 se puede observar el contenido eteipa EPSPS obtenido tras la
inmunodeteccion.

En la poblaciéon sensible la medida de la cantigaHRISPS obtuvo una tendencia ligera
al aumento de la proteina tras el tratamiento ddasgto aislado (Figura 8) si bien este
incremento no fue estadisticamente significativa@nparacion con el resto de tratamientos.

Los resultados obtenidos tras realizar la densitidanen la poblacion resistente (Figura
8) parecen indicar que todos los tratamientos fandina cantidad de proteina EPSPS por
debajo del control y el tratamiento simultaneo “GS$ith” contendria menor cantidad aln de

proteina que el resto, siendo este Ultimo signifiaenente distinto del “Control”.

NCS NCR
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Figura 8. Niveles de EPSPS en hojas de plantas perteneciartepoblacion sensible, derecha, y resistente,
izquierda. Las plantas demaranthus palmerfueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L tilmgato la
poblaciéon sensible (NC-S) y con 0,8 g/L de glifosat poblacién resistente (NC-R). El quinato fuécaplo un

dia antes, a la vez o un dia después del glifostdia + ES (n=3). Para cada poblacion, difereleteas indican
diferencias significativas para p<0.05. En la patperior se muestran las imagenes de dos membranas
representativas.

El nivel basal de proteina en ambas poblaciondiststo ya que la poblacion resistente
debido a la amplificacion génica tiene un mayorteoillo de esta enzima. De hecho, la
inmunodeteccién se realiz6 con diferente cargardiima por pocillo segun la poblaciéon (15

ug para la poblacion sensible y 8@ para la poblacion resistente). Por lo que sercaspie
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en el tratamiento “Control” de la poblacion resiéela actividad enzimética basal es mucho
mayor a la de la poblacion sensible (Figura 9).

En la poblacion sensible se obtuvo una actividazinedtica similar en todos los
tratamientos (Figura 9) salvo en el tratamiento Q@3espués”, el cual presentd una actividad
enzimética significativamente mayor al resto corinawariabilidad. En la poblacion resistente
no se obtuvieron diferencias significativas corpeeso al “Control”. Sin embargo, si pudo
observarse cierta tendencia decreciente en |lasrr@ntos con quinato frente al “Control” y

“Glifosato”, en concordancia con lo que ocurria toonantidad de proteina.
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Figura 9. Actividad enzimatica de la proteina EPSPS en hdgaplantas pertenecientes a ambas poblaciones,
(izquierda poblacidon sensible/ derecha poblaciéistente), sometidas a los distintos tratamiehi@s plantas de
Amaranthus palmerffueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L lifesato la poblacion sensible (NC-S) y
con 0,8 g/L de glifosato la poblacién resistent€{R). El quinato fue aplicado un dia antes, a lmwain dia
después del glifosato. Media + ES (n=3). Para patidacion, diferentes letras indican diferencigmidicativas

para p<0.05.

4.3. Efectos del tratamiento sobre los parametroseriores a la diana.

4.3.1. Inmunodeteccion de DAHPS.

Para valorar el efecto del herbicida y del quind®forma aislada o en combinacion,
sobre otros puntos de la ruta del siquimato, sergbssu efecto sobre la cantidad de proteina
DAHPS. Esta proteina es el primer enzima de la detasiquimato, que marca el flujo de

carbono de entrada a la misma a partir del PEPeyittesa-4-fosfato.
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Se puede observar en la Figura 10 que tanto embi@bén sensible como en la

poblacion resistente las diferencias entre losaim@ntos no resultan significativas en

comparacion con el “Control”.
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Figura 10. Niveles de DAHPS en hojas de plantas pertenexsemta poblacion sensible, derecha, y resistente,
izquierda. Las plantas demaranthus palmeriueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L tilmgato la
poblacion sensible (NC-S) y con 0,8 g/L de glifosiat poblacion resistente (NC-R). El quinato fuécaglo un

dia antes, a la vez o un dia después del glifostdia + ES (n=3). Para cada poblacion, difereleteas indican
diferencias significativas para p<0.05. En la patperior se muestran las imagenes de dos membranas
representativas.

Aun no siendo significativa, se puede observar teraencia similar en ambas
poblaciones en cuanto al tratamiento “Quinato”, goeumenta el contenido con respecto al
control, y contraria para el tratamiento con ghfies de forma aislada, siendo esta
aparentemente creciente para la poblacién sensi#ereciente para la poblacion resistente.

4.3.2. Contenido en quinato.

La Figura 11 muestra los efectos del tratamierdta@dd de quinato sobre el contenido

de quinato en la hoja durante los dias de muestr@mbas poblaciones. Es importante valorar

41



la variacién del contenido de quinato debido aeuel momento final del muestreo las plantas
de los diferentes tratamientos habian estado difesespacios de tiempo con quinato exdgeno.
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Figura 11. Contenido de quinato en hojas a lo largo delpieige estudio tras el tratamiento con quinato ddsla
(derecha poblacion sensible/izquierda poblaciéristerste). Las plantas démaranthus palmerifueron
pulverizadas con quinato Media + ES (n=4). * Indilif@rencias significativas entre los tratamieniag ese dia
del estudio parag®.05.

Previo al tratamiento, a Dia 0, se muestrearonshdgacada poblacién para tener un
valor basal de referencia. Tanto en la poblacidgrsibe como en la poblacion resistente se
pudo observar como el contenido de quinato auntengtamente tras el tratamiento con dicho
compuesto.

Posteriormente, la acumulacion de quinato pardebiézarse y descender levemente
en el dltimo dia de muestreo. Las diferencias smlts poblaciones entre ambos tratamientos
a lo largo del tiempo resultaron estadisticameigtafgativas.

Por otro lado, se valoro el contenido de quinatb@as pasados tres dias en todos los
tratamientos.

Mientras que la aplicacion exdégena de quinato demd aislada aumenta
considerablemente la acumulacion de este compeadts hojas (Figura 12) en la poblacion
sensible, los tratamientos combinados apenasetifigel resultado de la aplicacion de quinato
aislado ya que no parecen diferencias significatigaro se pudo observar una ligera tendencia

al aumento por parte del tratamiento “G+Q Sim”.
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Figura 12. Contenido de quinato en hojas sometidas a lomdisttratamientos, (Izquierda poblacién sensible/
derecha poblacién resistente). Las planta&maranthus palmeffueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L
de glifosato la poblacion sensible (NC-S) y condll8de glifosato la poblacion resistente (NC-R)g&nato fue
aplicado un dia antes, a la vez o un dia despudgifdsato. Media + ES (n=4). Para cada poblaciiferentes
letras indican diferencias significativas para 050.

El contenido de quinato en la poblacion resistéfiura 12) present6 un patron similar
en el caso del tratamiento “Quinato”, que superéogitenido obtenido en los tratamientos
“Control” y “Glifosato”. De los tratamientos comlaidos, el tratamiento que alcanzé un
contenido similar al tratamiento aislado de quinfa® el “G+Q Antes”. Los tratamientos
combinados “G+Q Sim” y “G+Q Después” no presentatiderencias significativas, aunque si
una cierta tendencia de aumento en el tratamiémtdtaneo.

4.3.3. Contenido en siquimato.

La inhibicion del enzima EPSPS producida por elbiceda produce una gran
acumulacion de siquimato en hojas (Orcaray etddl1Pque se produce antes de que el enzima
EPSPS sea bloqueado totalmente por el herbicidginSka cantidad de siquimato que se
acumule, se pueden establecer patrones de safeibdiresistencia al herbicida en distintas
poblaciones. De esta manera, la acumulacion siqaierahojas se utiliza como marcador del
nivel de toxicidad que produce el herbicida enléaia.

En el ensayo desarrollado se valoré si los niviedesiles de acumulacion de siquimato
tras el tratamiento con glifosato se veian o nerattos por la aplicacién conjunta de quinato

en distintos momentos y en las dos poblacionesjtdery resistente.
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Los resultados obtenidos en la poblacién sensibknaron que la aplicacién de quinato
de forma individual mantiene un contenido de siqiorsimilar al obtenido en el “Control”.
Se observé un aumento de siquimato en hojas, yaugugiveles aumentaron hastaigédisco
de hoja, tres dias después de aplicar el trataongamt glifosato. Los tratamientos combinados
de quinato y glifosato mostraron un incremento Isimén el contenido de siquimato con

diferencias no fueron significativas (Figura 13).
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Figura 13. Contenido de siquimato en hojas tras aplicar Ilms$indos tratamientos, (izquierda poblacion
sensible/derecha poblacion resistente). Las plalgAsaranthus palmeifueron pulverizadas con quinato y con
0,4 g/L de glifosato la poblacién sensible (NC-S)on 0,8 g/L de glifosato la poblacién resiste™NE{R). El
quinato fue aplicado un dia antes, a la vez o arddépués del glifosato. Media + ES (n=16) paolaacién
sensible y Media £+ ES (n=12) para la poblacionsteste. Para cada poblacién, diferentes letrasandi
diferencias significativas para p<0.05.

En la poblacién resistente la aplicacion aisladajuieato no alteré el contenido de
siquimato respecto al control. El resto de tratatoe produjeron un aumento de siquimato
muy inferior al obtenido en la poblacion sensibta un maximo de 3g / disco de hoja frente
a un maximo de 2fg / disco de hoja, evidenciandose asi la residaldierbicida. Se puede
observar un ligero aumento no significativo delteardo de siquimato en los tratamientos
mixtos de quinato aplicado antes y después dedsglib con respecto al tratamiento tan solo
con glifosato, que llega a ser significativo ercaso del quinato aplicado posteriormente al
herbicida “G+Q Después”.
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4.4. Efectos de los tratamientos sobre producto®da ruta del siquimato: Contenido en
aminodcidos libres.
Otro de los parametros utilizados para valoraitdédixicidad del glifosato sobre la ruta

del siquimato fue el contenido en aminoacidos $§ibsa que se ha demostrado que es un
parametro fisioldgico que se altera en presenciestieherbicida.

Se determino la cantidad de aminoacidos totalehogas deA. palmeride ambas
poblaciones, sensible y resistente, pasados @edrds el tratamiento con el herbicida.
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Figura 14. Contenido de aminoacidos libres totales en hd@émaranthus palmertras haber recibido un
tratamiento con glifosato tres dias antes, (izgaigroblacién sensible/ derecha poblacién resigtdras plantas
de Amaranthus palmefiueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L lifegato la poblacion sensible (NC-S)
y con 0,8 g/L de glifosato la poblacion resisteiN€-R). El quinato fue aplicado un dia antes, @ela o un dia
después del glifosato. Media = ES (n=4). Para gadidacion, diferentes letras indican diferencigmisicativas
para p<0.05.

El contenido en aminoacidos libres totales paplaacion sensible (Figura 14) tras el
tratamiento con quinato aislado se redujo ligerdejeaunque no significativamente, su
contenido. El tratamiento “Glifosato” y las comhiimes “G+Q Antes” y G+Q Sim”
mantuvieron unos niveles similares a los trataroeiControl” y “Quinato”. En cambio, el
tratamiento “G+Q Después”, aun no siendo diferaitéControl”, si presentd diferencias
significativas con respecto al “Quinato”.

En el caso de la poblacién resistente (Figurad4psuvo que el tratamiento “Quinato”
mantuvo los niveles “Control” y los tratamientosi@plicacion de glifosato mantuvieron unos
valores similares con tendencia al aumento quesaém resultd significativa en el caso del

tratamiento “G+Q Antes”.
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4.4.1. Contenido en aminoacidos aromaticos.

Ademas del contenido en aminoécidos libres totakesaloro la acumulacion de los tres
aminoacidos aromaticos (Tyr, Phe y Trp) individuahte ya que son los tres cuya ruta de
biosintesis se ve inhibida especificamente polfifelsgto. Es importante valorar la evolucion
a lo largo del tiempo del contenido de los tresra@cidos tras el tratamiento exdégeno de
guinato, debido a que en el momento final del nmaedsas plantas de los diferentes tratamientos
habian estado diferentes espacios de tiempo comtqueéxogeno. La Figura 15 muestra los
efectos del tratamiento aislado de quinato sobcerenido de cada uno de los aminoacidos y
Su suma en ambas poblaciones.

Al analizar de forma individual el contenido de aaininoacido aromatico a lo largo del
tiempo (Figura 15), a dia O se aplico el tratanai@ain quinato aislado y se obtuvo como efecto
del quinato dos comportamientos diferentes segda eainoacido en particular, pero que
fueron comunes a las dos poblaciones. Phe y Tytratos una acumulacién transitoria que
durd 24 h y 48 h respectivamente desde la aplinatg#dquinato, mientras que el contenido de
Trp no fue diferente del contenido de las hojagroben ningin momento del estudio.

Valorando los tres aminoacidos juntos se pudo whsejue en ambas poblaciones se
producia un aumento inicial del contenido totahd@noacidos aromaticos a Dia 1, seguido de
un ligero descenso mas acentuado en la poblacéisterte, que ademas presentd una mayor

cantidad de los mismos en unidadesud®!/ gramo de peso fresco.
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Figura 15. Contenido en aminoacidos arométicos, individuéiessina,

fenilalanina y tript6fano) y totalesloa

largo del tiempo de estudio en hojasiaearanthus palmetras haber recibido un tratamiento con quinataads

(izquierda poblacién sensible/ derecha poblacidsistente). Media
significativas entre los tratamientos para esaldi@studio paragd.05.

+

ES (n=4). *Indica las diferescia
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Se evalug el efecto del quinato y del glifosattadiss y en combinacién sobre el contenido
individual de los aminoacidos aromaticos (Figura 16

En cuanto a la Phe en la poblacion sensible senabspie el tratamiento “Quinato”
mantuvo los mismos niveles que el “Control”, miastque los tratamientos con glifosato
mostraron una tendencia de aumento de este antieoéon respecto al “Control” siendo
significativo en el caso del tratamiento “G+Q Desgu

En el caso de los otros dos aminoacidos estudiadose observaron diferencias
significativas entre los tratamientos en comparacin el “Control”.

La poblacién resistente no mostro diferencias fativas en ninguno de los aminoacidos
ni en cada tratamiento. Aunque si que pudo obssguana tendencia creciente en el contenido

de Phe con respecto al de Trp y Tyr (Figura 1@)estodo en el tratamiento “G+Q Después”.
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Figura 16. Contenido de aminoéacidos aromaticos totales (tiegstriptéfano y fenilalanina) en hojas de
Amaranthus palmetras haber recibido un tratamiento con glifosegs tlias antes, (izquierda poblacién sensible/
derecha poblacién resistente). Las planta&maranthus palmeffueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L
de glifosato la poblacion sensible (NC-S) y condll8de glifosato la poblacion resistente (NC-R)g&nato fue
aplicado un dia antes, a la vez o un dia despudgifdsato. Media + ES (n=4). Para cada poblaciiferentes
letras indican diferencias significativas para 950.

4.4.2. Contenido en aminoacidos ramificados.

En estudios anteriores se ha podido describir egalaicion cruzada entre la ruta de
biosintesis de aminoacidos y los aminoacidos alicogtcomprobando que los herbicidas que

bloquean la biosintesis de aminoacidos ramificgdelgylifosato, que bloquea la biosintesis de
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aminoacidos aromaticos, producen efectos comune® da acumulacién de metabolitos

intermediarios como el quinato (Orcaray et al.,01

En la poblacién sensible (Figura 17) se obtuvo mayor cantidad de aminoécidos
ramificados totales, aunque no significativa, enttatamientos “Quinato”, “Glifosato”, “G+Q
Antes” y G+Q Después”, que si resultd ser sigrifieapara el tratamiento “G+Q Sim” con

respecto al control pero no al resto de tratamgnto
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Figura 17. Contenido de aminoéacidos ramificados totalesjr@alsoleucina y leucina), en hojasAimaranthus
palmeri tras haber recibido un tratamiento con glifosaés tias antes, (izquierda poblacion sensible/ctare
poblacion resistente). Las plantas Almaranthus palmerfueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L de
glifosato la poblacion sensible (NC-S) y con 0,8 @¢ glifosato la poblacion resistente (NC-R). Himgto fue
aplicado un dia antes, a la vez o un dia despuégifdsato. Media + ES (n=4). Para cada poblaciiiferentes
letras indican diferencias significativas para 980.

En la poblacion resistente (Figura 17) no se olaservdiferencias significativas entre los
distintos tratamientos, aunque si se pudo obsenvartendencia de aumento no significativa

para el tratamiento “G+Q Después”.

4.4.3. Contenido en aminoacidos acidos y aminoacglamidas.

Se estudiaron, a su vez, las variaciones produeiddss niveles de aminoacidos acidos
(Figura 18) y amidas (Figura 19) relacionados eoasimilacion y transporte de nitrdgeno en
plantas.

Se pudo observar que el contenido en aminoaciddssa¢Figura 18) en la poblacion
sensible tan solo el tratamiento “G+Q Antes” pré&em aumento significativo de los niveles
de aminoécidos acidos con respecto al “Contra#idd el resto de tratamientos con aplicacién
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de glifosato combinado con quinato y el tratamiesdn aplicacion de quinato aislado muy
similares entre ellos y con diferencias no sigativas.

En cuanto a la poblacion resistente, de nuevo mmeentraron diferencias significativas

entre los distintos tratamientos.
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Figura 18. Contenido de aminoacidos acidos totales, (aspartigutamico), en hojas denaranthus palmetras
haber recibido un tratamiento con glifosato tremsdintes, (izquierda poblacion sensible/ dereclwagion
resistente). Las plantas denaranthus palmerfueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L Gfagato la
poblacion sensible (NC-S) y con 0,8 g/L de glifosiat poblacion resistente (NC-R). El quinato fuécaplo un
dia antes, a la vez o un dia después del glifostdia + ES (n=4). Para cada poblacion, diferelgeas indican

diferencias significativas para p<0.05.

Por dltimo, en la valoracion de los niveles deraracidos amidas (Figura 19) en la
poblacion sensible se obtuvo un incremento sigatifio en sus niveles totales con respecto al
“Control” en el tratamiento “G+Q Sim”.

Para la poblacién resistente no se obtuvieron atifgdas significativas, pero pudo
observarse una tendencia al aumento en los trattosieon aplicacion de glifosato, en especial
en los de “Glifosato”, “G+Q Antes” y “G+Q Despueés”.
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Figura 19. Contenido de aminoacidos amidas totales, (glutarpiasparagina), en hojasAi@aranthus palmeri
tras haber recibido un tratamiento con glifosaés ttias antes, (izquierda poblacion sensible/ barpoblacion
resistente). Las plantas denaranthus palmerfueron pulverizadas con quinato y con 0,4 g/L Gfagato la

poblacion sensible (NC-S) y con 0,8 g/L de glifosiat poblacion resistente (NC-R). El quinato fuécaglo un

dia antes, a la vez o un dia después del glifostdia + ES (n=4). Para cada poblacion, diferelgteas indican
diferencias significativas para p<0.05.
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5. DISCUSION.

5.1. Potenciadores de la toxicidad y letalidad pxcada por el glifosato.

A la vista de los resultados obtenidos, Tabla pus® observar en la poblacion sensible
un crecimiento menor en las plantas sometidas ardte@mientos “Quinato” y “Glifosato” en
comparacion con las plantas “Control”.

El tratamiento con detergente Biopower podriasaenlisa de las quemaduras grisaceas
presentes en las hojas de ambas poblaciones ctatahiento “Control” (Tabla 5), no
observadas anteriormente en ningun estudio.

En el tratamiento con quinato en la poblacion $éagiTabla 5) se pudieron apreciar
guemaduras o decoloracién localizada del apicgui puede deberse a un efecto temporal
producido por el quinato observado en estudiosigsgrcaray et al., 2010; Zulet, Zabalza,
et al., 2013; Villanueva, 2016), y un enrollamiertoel apice foliar (Tabla 5). Se ha podido
observar que estos efectos descritos tan soloaskigen en hojas viejas ya que las hojas
jévenes, crecidas tras la aplicacion de quinat@ctan de estas quemaduras. Los efectos de
dicho tratamiento apenas tuvieron repercusion @oldacion resistente, en la que tan solo se
pudo apreciar cierta decoloracion de una franjaigiég de la hoja. Las diferentes respuestas
de ambas poblaciones en cuento a la sensibilidachtiEaniento con quinato pueden ser debidas
a cambios en la morfologia de la hoja o en su cemm de la cuticula.

Las plantas tratadas con glifosato de forma aisfadaentaron una clorosis intensa
(recuadro rojo, Tabla 5) en la poblacion sensitples se observa con menor intensidad en la
poblacion resistente.

Los tratamientos combinados con quinato y glifosato presentaron grandes
variaciones en el crecimiento de ninguna de lagpdbsaciones (Tabla 4), pero mostraron en
todos los casos cierto nivel de clorosis en laasgnto en la poblacion sensible como en la
resistente (Tabla 6). Ademas de este efecto, prdolpor el herbicida, se pudo observar que
en ambas poblaciones aparecian las quemadurasegigséonsecuencia de la aplicacion de
quinato. El tratamiento con mayor afectacion a &myista, debido a la intensidad de los
sintomas en comparacion con el resto de tratansigfue “G+Q Después”.

Las bajas dosis utilizadas de glifosato no resuitéetales para la poblacion resistente.

En la poblacién sensible se pudo observar un miento Optimo, incluso tras el
tratamiento con el herbicida (se aplic6 una doaja del mismo), en aquellas plantas con el
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tratamiento de quinato y glifosato simultaneo, e que los tratamientos “G+Q Antes” y
“G+Q Después” resultaron letales (Figura 7) pasdéogdias tras el muestreo.

Asi, considerando los efectos en el estado densiewio general de las plantas y la
letalidad, este estudio parece indicar que laagilbn anterior y posterior de quinato al glifosato
podria llegar a potenciar la fitotoxicidad del giiito. Para poder discernir qué parametros
fisiologicos estarian relacionados con dicho efes¢ohan evaluado en este estudio una serie
de parametros fisiologicos relacionados con lagataiquimato que han sido descritos algunos
de ellos como marcadores fisiolégicos del mismaig sg conoce que se ven afectados por el

herbicida.

5.2 Efectos sobre parametros de la ruta del siquina

5.2.1. Efectos sobre el enzima diana del herbiciddifosato: EPSPS.

En la poblacién sensible, la tendencia al aumentelecontenido de EPSPS tras el
tratamiento con glifosato se puede relacionaret@iecto del herbicida utilizado, que induce
un incremento de la expresion génica del enzinpgltanto, de su sintesis tal y como se ha
descrito recientemente por Fernandez-Escalada, €2@il6). Sin embargo, en dicho trabajo
solo se detecté incremento de EPSPS con dosisltasgyde herbicida (aplicando una dosis que
era tres veces la aplicada en campo), por lo qi@tiade diferencias significativas en este
trabajo se puede deber a las dosis de glifosdipagihs que mucho mas bajas.

Ademas, la poblacién resistente mostro una tendesamtraria con unos niveles de
proteina EPSPS en todos los tratamientos por deledos niveles control (Figura 8), siendo
significativo en el caso del tratamiento “G+Q Sirgsto podria indicar una potenciacion del
efecto del herbicida por parte del quinato cuanel@pglican ambos compuestos de forma
simultanea.

Respecto a la actividad del enzima, en la poblas@nsible se obtuvo una actividad
enzimatica similar en los tratamientos “ControQuinato” y “Glifosato”, y en los tratamientos
combinados. A pesar de que se obtuvo un aumerdgbtetamiento “G+Q después”, con unos
niveles de actividad enzimatica muy altos, lasrdifeias entre el resto de los datos no fueron
significativas, debido a la gran variabilidad quegentaba el parametro. Estos resultados se
encuentran en contradiccion con lo esperado, yaeguestudios anteriores se detecto un
descenso con la misma dosis (Villanueva, 201@nydosis superiores (Fernandez-Escalada
et al., 2016), de acuerdo con esto en la poblamésible el glifosato deberia haber inhibido la

actividad EPSPS y por tanto los datos de los triatstos con herbicida aplicado deberian ser
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mucho menores que en el tratamiento “Control” (Fag8). Una posible explicacién a estos
resultados podria ser que el analisis Vitro” realizado no represente la situacién Vivo’
correctamente debido a la pérdida de eficacia anitan herbicida-diana y, por tanto, no puede
saberse cuanto de inhibido se encuentra el enzim& mmomento del analisis o si la union
glifosato-EPSPS resulta reversible al realizar ekathdo de la muestra durante el
procedimiento de aislamiento. Otra explicacion dncontrarse en la baja dosis de glifosato
utilizada, ya que la dosis de glifosato aisladaesunlto letal para la poblacidn sensible.

La actividad EPSPS en la poblacion resistente noadificd significativamente con
ninguno de los tratamientos. Se detectd una aativsgmejante en las hojas de aquellas plantas
“Control” y en las de las plantas tratadas corogéato, lo que se puede deber a que la baja dosis
utilizada. El quinato aplicado de forma aisladgredujo cambios apreciables y se detectd un
descenso no significativo de la actividad cuandquéhato fue aplicado antes y después del

glifosato.

5.2.2. Efectos sobre parametros anteriores a la dia: DAHPS, quinato y siquimato.

A pesar de no ser significativo, la poblacién dalesmostré un ligero aumento del
contenido de DAHPS en el tratamiento con glifoskdorma aislada, tal como se ha podido
observar en estudios anteriores (Pinto et al., 19&hl, 1997; Zabalza et al., 2017). Esta
tendencia se vio aumentado en el tratamiento “Ge§pDeés” (Figura 10) por lo que, aunque
las diferencias no resultaron significativas, esseilltado podria indicar que el quinato aplicado
24 horas tras un tratamiento con glifosato potefzcial efecto sobre dicha enzima. Se ha
propuesto que el aumento de este enzima produoidanpiratamiento con glifosato se debe a
que tras la inhibicion de la actividad EPSPS, ltafde metabolitos producidos a partir del
corismato impide su actuacion como inhibidorestala=s de la actividad DAHPS, lo que
desencadena su aumento. Esto sugiere la existengiza regulacion especifica de la expresion
de DAHPS debido a la acumulacién de ciertos meitalsosituados por encima del paso
catalizado por EPSPS en la ruta, lo que implicancepacidad a la hora de controlar la entrada
de carbono en la ruta bloqueada (Pinto et al., ;198&hl, 1997), o por la falta de otros
metabolitos situados posteriormente (Siehl, 1997).

El efecto del glifosato sobre el contenido de naima DAHPS fue contrario en la
poblacion resistente, detectdndose un descensagnidicativo en presencia del herbicida
(Figura 10), como si no hubiese los mismos mecarssie regulacion. Este efecto del glifosato
fue revertido cuando se aplicd quinato con antiiaol:
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Los efectos fitotoxicos y metabodlicos producidos glajuinato administrado de forma
exdgena se han manifestado sobre el crecimientetaleg la fisiologia de la planta, y se
asemejan, en algunos casos, a aquellos causades Ipenbicida glifosato. Se desconoce si
posee una diana concreta, pero se sabe que etapergetra en la ruta del siquimato y altera
la regulacién de procesos relacionados con la m{gaizalza et al., 2017)

El seguimiento en el contenido de quinato a lodatgl tiempo (Figura 11) sufrié un
aumento muy rapido justo tras el tratamiento exogem el mismo compuesto, tal y como era
esperable. A pesar de que se pudo observar unndespaulatino en la concentracion de
quinato foliar a lo largo de los dias en ambasambhes (Figura 11), el contenido foliar de
quinato era suficientemente estable y diferenteslgalores control a lo largo de los dias. Asi,
hay que considerar que las plantas de los tratansi@ombinados llevaban diferente nimero
de dias en presencia de quinato, siendo 4, 3 §2pdira los tratamientos “G+Q Antes”, “G+Q
Sim” y “G+Q Después”, respectivamente.

Los valores de quinato obtenidos a Dia 3 (Figujaeb2a poblacion sensible y en la
poblacion resistente fueron muy bajos para loarmantos “Control” y “Glifosato”, resultados
previamente observados en varios estudios (Zuletajez, 2014; Villanueva, 2016) y
contrarios a los obtenidos en otros (Orcaray e2@l0; Zabalza et al., 2017), en los cuales de
detectd6 acumulacion de quinato tras el tratamieoto glifosato. Estos resultados pueden
deberse a la baja dosis de herbicida empleada Ky2ha NCS / 0,42 kg/ ha NCR) que no
permitié una acumulacion de quinato significativa.

En cambio, en los tratamientos con quinato aishadmmbinado con glifosato se
obtuvieron valores por encima del “Control”, lo gqpendria de manifiesto el efecto
estimulatorio de la aplicacién de quinato exogetmaesla acumulacion de quinato en el interior
de la célula vegetal, resultados observados azervéa poblacion resistente. Sin embargo, la
tendencia del comportamiento de los dos tratamgentombinados fue diferente segun la
poblacion de estudio: Mientras en la poblacion ibdmdos tres tratamientos provocaron
acumulacion de quinato (que fue maximo en la aglica simultanea), en la poblacion
resistente la acumulacion de quinato fue maximdaeaplicacion previa y minima en la
aplicacion posterior. Estos resultados contrastemla esperable, que seria detectar niveles
maximos de quinato en la aplicacién posterior llgear menos tiempo desde la aplicacion del
compuesto. Asi, en la poblacién resistente sugieren mayor tasa de metabolizacion de

quinato si la planta se encuentra pre-tratada Gfmsato.
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A la vista de los resultados observados en |dsni@ntos combinados de ambas
poblaciones no puede establecerse el momento dacph idoneo para asegurar una mayor
acumulacion de quinato.

El dltimo parametro medido anterior a la diana letbicida fue el contenido de
siguimato en hojas (Figura 13). Los resultadosrobts pasados tres dias tras el tratamiento
con el herbicida mostraron que la aplicacion deafoi de forma aislada en ambas poblaciones
no modifica los valores obtenidos en el tratamié@ontrol”, lo cual contradice lo esperado
ya que al aportar sustrato a la ruta deberian ammelrcontenido en metabolitos de dicha ruta.
Estos resultados indican que el quinato aportadgenamente es metabolizado rapidamente
sin llegar a acumularse en metabolitos intermesBade la misma, tal y como se ha mostrado
recientemente en guisante (Zabalza et al., 2017).

En la poblaciéon sensible (Figura 13) se pudo efasam gran y significativo aumento
del contenido de siquimato en el tratamiento cafoggto aislado, observado anteriormente
(Orcaray et al., 2010; Zabalza et al., 2017), asiacen las combinaciones con quinato.

Novedosamente, en la poblacion resistente se posiEnaar un aumento significativo
de siquimato en el tratamiento “G+Q Después”.

Dado que el incremento del contenido de siquimat@kaciona con la acumulacion de
compuestos que se encuentran en pasos anterie@regdrab EPSPS en la ruta de biosintesis de
aminoacidos aromaticos, se podria esperar un aomeyor del contenido de este metabolito
al aplicar quinato de forma exdgena con posteaorial herbicida y asi aumentar el flujo de
carbono en la ruta. Sin embargo, este resultadofigeldetectado en la poblacion resistente.

Mientras que en la poblacion sensible no hubo roadifones en el contenido de
siguimato en los tratamientos combinados en lagoodh resistente se pudo observar una
potenciacion de la acumulacion de siquimato enaghmiento “G+Q Después”, indicando la
capacidad del quinato de agudizar el efecto. Pgoees que, en el caso de la poblacion
resistente, al suplementar carbono a la ruta unajwe la via lleva parcialmente inhibida 24
horas se acentla la acumulacién de siquimato quietseta con la aplicacion de glifosato

aislado.

5.3. Perfil de aminoécidos libres en respuesta a losatamientos.

El efecto del glifosato sobre el contenido de amomtos libres total depende en gran
medida del érgano y del momento de aplicacién sieidéo, (Haderlie et al., 1977; Hollander
and Amrhein, 1980; Wang, 2001). En general, lassdetales del glifosato se ha mostrado que
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inducen un incremento en el contenido de amino&ditices totales (Wang, 2001; Orcaray et
al., 2012; Armendariz, 2014; Zulet-gonzalez, 2014% bajas dosis de herbicida aplicadas en
este estudio, y en linea con el efecto transitdatectado, no provocaron un incremento
significativo de este parametro (Figura 14), limitdse asi su uso como parametro para poder
detectar alivio o potenciacion de la toxicidad @da. Si a pesar de ello se consideran las
tendencias, cabria resefiar que la mayor acumulacida poblacién sensible se detecto en la
aplicacion posterior de quinato, lo cual indicanie@ mayor agresividad del tratamiento.

En el seguimiento del contenido de cada aminoamidmatico a lo largo del periodo
de estudio (Figura 15) en respuesta al tratamieato quinato, evidencié un incremento
transitorio de los aminoacidos Phe y Tyr, es desiaminoacidos sintetizados en la rama de la
corismato mutasa a partir del corismato. Este pdat@mificacion en la ruta del siquimato, en
la cual el corismato puede ser dirigido hacianéesis de Trp o Tyr y Phe ha sido descrito como
un punto clave en la regulacion de la ruta (MaedhRudareva, 2012). Nuestros resultados
muestran que el quinato aplicado exdgenamente tbalizado en un plazo de 24-48 horas
hacia una sintesis preferente de la corismato euEsta incorporacion del quinato se detecto
en ambas poblaciones.

El contenido en aminoacidos arométicos a losdi@stras los tratamientos mostro un
incremento preferente de la fenilalanina, significaen el tratamiento “G+Q Después” (Figura
16), tal y como habia sido observado anteriormentaplicacion externa de glifosato aislado
(Haderlie et al., 1977; Petersen et al., 2007; &®taz-Escalada et al., 2016); mientras que en
otros estudios se pudo observar como en poblacssresbles dé. palmeriy soja tras un
tratamiento con glifosato se acumulaba tan sghdtfiano (Vivancos et al., 2011; Maroli et al.,
2015).

En la poblacion resistente, solo el tratamiento+'@ después” alter6 el contenido de
los aminoacidos aromaticos de las plantas trat&dadecir, a pesar de que la aplicacion aislada
de glifosato no incrementd el contenido de los rosnia aplicacion posterior del quinato
provoc6 una acumulacion debida posiblemente a @yanasimilacion del mismo por una ruta
previamente activada en presencia del glifosato.

En estudios anteriores se pudo comprobar que sapcea de glifosato afectaba de manera
muy marcada sobre el contenido en aminoacidos idds (Maroli et al., 2015), asi como la
presencia de los herbicidas inhibidores de la biesis de aminoacidos ramificados afectaron
en gran medida al contenido en aminoacidos aroasifarcaray et al., 2010; Zulet et al., 2015;
Fernandez-Escalada et al., 2016). Asi, se consideliacremento del contenido de los

aminoacidos ramificados como un indicador de t@diicidad del glifosato. En la poblacién
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sensible la dosis aplicada de glifosato fue mug gajo alter6 el contenido de los ramificados
de forma aislada, solo se produjo un incrementcalgtenido del mismo cuando el quinato fue
aplicado a la vez o con posterioridad. En la pabtamesistente, el inico tratamiento que altero
este parametro fue la aplicacion posterior de goina

Las plantas de poblaciones sensibles tratadaslifosagp muestran un descenso en el
contenido de aminoacidos acidos y un incrementelaontenido de aminoacidos amidas,
Orcaray et al., (2010) al producirse un cambiolaineacenamiento de nitrdgeno que pasa de
forma acida a forma de amida. Sin embargo, lasskdgais de glifosato empleadas en este
estudio solo han alterado levemente el contenidestiss aminoacidos, en la misma tendencia
de lo publicado con anterioridad.

5.4. Efectos de la amplificacion génica de EPSPSbse la regulacion de la ruta del

siguimato.

Las plantas de la poblacion resistente presentarammplificacion génica del enzima
EPSPS que justifica la mayor cantidad de enzima wdividad EPSPS de dicha poblacion
(Figuras 8 y 9). Pese a la capacidad de dichasaslaie metabolizar més carbono en este paso
de la ruta del siquimato, se pudo observar quevddares basales (controles) de todos los
parametros de la ruta del siquimato analizadoseptas valores muy similares entre ambas
poblaciones y sugiriendo que el flujo de carbda yelgulacidon de la via serian similares entre
ambas poblaciones. La aplicacion exégena de quomatmco el mismo cambio y de la misma
intensidad en ambas poblaciones, con un incremgatsitorio del contenido de los dos
aminoacidos aromaticos de la rama de la corismatimsa. Esto parece apoyar de manera
adicional que si bien la resistencia otorga umépfiuncionamiento del enzima ante el glifosato

gue la inhibe, el resto de parametros se regulda mdésma forma que en la poblacion sensible.

5.5. Efectos de los diferentes tratamientos sobra tegulacion de la ruta del siquimato en

ambas poblaciones

La aplicacién exdégena de quinato aislado no préogoandes cambios en los parametros
evaluados en ninguna de las dos poblaciones, solimatemento del contenido foliar del
mismo, por ser absorbido y acumulado.

La poblacion sensible mostro tras el tratamiemto glifosato aislado dos de los ya
conocidos marcadores fisiologicos de la ruta dglisiato: acumulacion de siquimato (Figura
13) e incremento de la proteina DAHPS (Figura [L8)aplicacion simultanea y posterior de

guinato exacerbaron estos dos efectos, respectintamA pesar de que no se detectaron
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modificaciones significativas en el perfil de anéomlos con el glifosato aislado debido a la
baja dosis de glifosato empleada, la aplicacionepios de quinato permitid detectar cambios
en el perfil de aminoacidos que han sido relaciosadn la toxicidad del herbicida: incremento
del contenido de los aminoacidos libres totalegui@ 14), aminoacidos aromaticos (Figuras
15 y 16), ramificados (Figura 17) y amidas (FiglL@a.

La poblacién resistente mostré6 un efecto contrati@sperado en el contenido de
DAHPS tras aplicar el glifosato aislado. Mientrag ge ha descrito que el glifosato induce un
incremento de esta proteina (Pinto et al., 1988)151997), la poblacion resistente muestra que
la sobreexpresion del enzima EPSPS altera la rsspuke la entrada de la via ante el
tratamiento con glifosato, por algin mecanismo leggtio que implica cambios en la
transcripcion o traduccion del enzima.

De todos los tratamientos comparados en la pabla@sistente, la aplicacion de
quinato posterior al glifosato ha resultado sepa mas perturbaciones metabdlicas induce en
los pardmetros analizados. Este tratamiento promnadmayor acumulacién de siguimato, un
menor contenido de quinato, un mayor contenidoreim@acidos aromaticos, ramificados y
amidas. Asi, parece que aplicar glifosato antesqgirgato induce en la poblacion resistente
una mayor capacidad de incorporar a la ruta elocartexégeno procedente del quinato. El
guinato es metabolizado de tal manera que no setdetcumulacion del mismo y se acumulan
los tres productos finales la ruta, destacanderadlanina.

De las tres combinaciones temporales evaluadagli@acion posterior de quinato ha
mostrado ser el tratamiento que provoca mayoresficaxiones tanto en la poblacion sensible
como en la resistente. En la poblacién sensibl@ttetetal y evidencié algunos marcadores
toxicoldgicos del herbicida y en la poblacion resise fue capaz de desajustar la regulacion de

la ruta del siquimato de una manera mas acusadel gesto de las combinaciones.
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6. CONCLUSIONES.

» La aplicacion foliar exdgena de quinato de fornsdadia tiene un efecto similar en ambas
poblaciones produciendo un aumento en la acumula@odicho compuesto, debido al

aporte externo; pero no obtiene resultados sigtifios en el resto de parametros medidos

» Aparte de las esperables diferencias de la actvi#tRSPS y cantidad de proteina entre las
poblaciones no se detectaron diferencias entrenieles control de los parametros,
sugiriendo un comportamiento similar de la ruta awnsencia de tratamientos.
Ademas, ambas poblaciones mostraron el mismo cdamp@nto tras la aplicacion
exdgena de quinato: un incremento transitorio dietenido de los aminoacidos aromaticos

Phey Tyr.

» El glifosato aplicado de manera aislada no prowo@bfitotoxicidad muy elevada debido
a la baja dosis aplicada en la poblacion sensibllayesistencia de la poblacion resistente.
Este bajo efecto detectado permitio valorar lalgegotenciacion del mismo en presencia

de quinato.

* Enlapoblacion sensible, de los tratamientos extds solo la aplicacion previa y posterior
de quinato fueron letales. De entre ellas, se tietam la aplicacion posterior de quinato
un mayor desequilibrio metabdlico y un mayor efemtolos marcadores fitotoxicos ya
conocidos: exacerbacion del incremento del contenid DAHPS e incremento del

contenido de los aminoacidos libres totales, armogtramificados y amidas.

» Elglifosato aislado provocoé en la poblacion resise el efecto contrario sobre el contenido
de DAHPS que en la poblacion sensible. De todosdtamientos evaluados solamente la
aplicacion posterior de quinato provocoé una impuadaesregulacion metabdlica de la ruta
del siquimato, evidenciada en un incremento delisigto y contenido de aminoacidos

aromaticos.

e Aunque los resultados de este estudio no presaemtala mayoria de los casos una
modificacion muy acusada, en base a los patrortestddos en la poblacion sensible y
resistente se puede proponer la aplicacion postéei@uinato como el tratamiento que

provoca mayor fitotoxicidad y mayor desregulaciénalruta del siqguimato.
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