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Plantas de amaranto (A. palmeri) cultivadas en laboratorio mediante cultivo hidropénico puro con aireacion forzada
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Aunque el herbicida glifosato es el mas utilizado a nivel mundial, to-
davia no se conocen las causas exactas por las que la planta muere
tras aplicar el tratamiento. El glifosato actua inhibiendo la EPSPS
(5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa), enzima clave en la ruta
de biosintesis de aminoacidos aromaticos. En este estudio aborda-
mos los mecanismos de regulacion de la ruta de biosintesis de estos
aminoacidos, incubando discos de hoja de dos poblaciones de Ama-
ranto (Amaranthus palmeri), una sensible y otra resistente a glifo-
sato, con glifosato y diferentes intermediarios de la ruta metabdlica.
El enzima DAHPS (3-Deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sin-
tasa) se confirma como enzima clave en laregulacién y enlarespues-
ta al glifosato; su sintesis es inhibida por los productos finales de la
ruta y por el quinato, y suregulacion puede explicar la acumulacién
de siquimato tras la aplicacién de glifosato.

Palabras clave: ruta del siquimato, EPSPS, DAHPS, siquimato, glifosato,
aminodcidos aromaticos, quinato.
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El glifosato es un herbicida total que
actia inhibiendo la actividad del
enzima EPSPS (5-enolpiruvilsiquima-
to-3-fosfato sintasa). Este enzima es
clave en la ruta del siquimato (Figu-
ra 1), ruta de biosintesis de los ami-
noacidos aromaticos (AAA) tirosina,
fenilalanina y triptéfano. Cuando el
herbicida bloquea el enzima EPSPS
se produce un aumento en el con-
tenido de los metabolitos previos a
dicho enzima en la ruta del siquima-
to (DeMaria, 2006). Aungue se trata
del herbicida mas utilizado a nivel
mundial, todavia no estan claras las
causas por las que la planta muere
tras ser tratada. En general, tras el
bloqueo de un enzima por parte de
un herbicida, la muerte de la planta
puede producirse por los siguientes
factores: acumulacion de los sustra-
tos del enzima blogueado; falta de
los productos generados por el en-
zima bloqueado; o por diferentes
reacciones que se producen al inten-
tar controlar el desajuste de la ruta
(Siehld, 1997). Tradicionalmente, se
ha relacionado el efecto toxico del
glifosato con la falta de los aminoa-
cidos aromaticos, aunque no puede
detectarse un descenso de los mis-
mos debido al propio ajuste del me-
tabolismo que realiza la planta. Ade-
mas, tras la aplicacion de glifosato se
ven afectados tantos procesos meta-
bolicos que pueden asociarse con la
toxicidad del mismo (Gomes y col.,
2014), que todavia no esta del todo
claro por qué las plantas mueren.

El amaranto (Amaranthus palmeri)
es una mala hierba en la que se han
descrito poblaciones resistentes por
amplificacion génica del gen que co-
difica el enzima EPSPS (mecanismo
en el sitio de accién). La amplifica-
cion se debe a un aumento del nu-
mero de copias del gen de EPSPS y se
correlaciona positivamente con ma-
yor contenido del enzima y mayor
actividad (Gaines y col. 2010) (Figura
1). Esto sirve de esponja molecular,
evitando los efectos del glifosato y
permitiendo un correcto metabolis-
mo (Powles&Yu, 2010).

El objetivo de este estudio fue pro-
fundizar en los mecanismos de regu-
lacion de la ruta del siquimato. Para
ello se ha utilizado un novedoso
método de aplicacién de los trata-
mientos, mediante la incubacion de
discos de hoja de dos poblaciones de
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Figura 1. Esquema de la ruta del siquimato y sintesis de aminodcidos aromaticos.3-Deoxi-D-arabino-hep-
tulosonato-7-fosfato sintasa (DAHPS); 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y sintetizacion de
las caracteristicas de las dos poblaciones de Amaranto, la sensible (NC-S) y la resistente (NC-R) a glifosato.

Sistema de aplicacion de los tratamientos:

Incubacion directa con los intermediarios metabdlicos

A

i0w wionis >

S L N LN R N

. 1 z 3 |
e s s se || B
L I : A o- ‘: .. e
os s 22 S A 1
o_: Y ‘l . e o 0 l
LA N ] et®Be * Lamte ' Lotee
eo s 'aw'se  Uafss Sales ¢
e % HIRE HRE: H
Sl 4 5 &

5 e - -

Figura 2. (A) Ensayo para la determinacion de siquimato en el que se incubd un Unico disco por pocillo
y (B) ensayo para la determinacién del contenido de EPSPS y DAHPS en el que se incubaron 25 discos

por pocillo.

amaranto (una sensible y otra resis-
tente a glifosato por sobreexpresion
de EPSPS). Asi es posible comparar
directamente el efecto del glifosato
con el efecto de la aplicacién exdge-
na de diversos intermediarios de la
misma ruta donde esta localizada la
diana del herbicida.

Material y métodos

Material vegetal

Las plantas de amaranto (A. palmeri)
(facilitadas por el Dr. Todd A. Gaines;
Colorado State University, Fort Co-
llins, CO, USA) se cultivaron en cul-
tivo hidropdnico puro con aireacion
forzada bajo condiciones controla-
das mediante el método descrito por
Fernandez-Escalada (2016). La po-
blacion resistente empleada en este
ensayo presenta una amplificacion
génica de 47,5 veces mas copias de

EPSPS (Fernandez-Escalada y col,,
2016).

Se recolectaron las hojas mas jéve-
nes de cada uno de los individuos y
se tomaron muestras frescas de dis-
cos de hoja de 4 mm de didmetro.
Se realizaron dos experimentos: en
el primero se determiné el conteni-
do de siquimato dentro del tejido; y
en el segundo se determiné el con-
tenido de EPSPS y DAHPS mediante
inmunodeteccion. En el primer ensa-
yo se incuboé un Unico disco de hoja
por pocillo en microplacas de 96 po-
cillos con 100 pl de liquido de incu-
bacién (Figura 2A); para el segundo
se incubaron 25 discos de hoja por
pocillo en microplacas de 6 pocillos
con 2,5 ml de liquido de incubacion
(Figura 2B). En ambos experimentos
las condiciones de incubacion fue-
ron: 24 °C, 24 h. Los tratamientos
aplicados fueron agua en el trata-
miento control; siquimato 20mM;
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Figura 3. Contenido de siquimato en discos de hoja (Poblacion sensible en blanco, NCS, y resistente en gris, NCR). Tratamientos: agua (control); glifosato (Gly);
cicloheximida (CHX); glifosato con cicloheximida; PEP; PEP con glifosato. Media + ES (n=10). * indica diferencias significativas(p<0.05) entre ese tratamiento y el

control de esa poblacion.

quinato 50mM; glifosato 2,7 mM,;
cicloheximida 200 pM; glifosato con
cicloheximida; PEP 10 mM; glifosato
con PEP; AAA 10 mM de cada aa:
fenilalanina, tirosina y triptéfano; gli-
fosato con AAA.

Determinaciones

Transcurrido el tiempo de incubacién
las placas para la determinaciéon de
siquimato se congelaron a -20 °C
hasta su andlisis espectrofotométri-
co segun el método descrito por Fer-
nandez-Escalada y col. (2016). En los
pocillos que contenian 25 discos de
hoja se retird el medio liquido y fue-
ron congelados en N liquido y alma-
cenados a -80 °C hasta su andlisis.
Se determin¢ el contenido de EPSPS
por inmunodeteccion segun el mé-
todo descrito por Fernandez-Escala-
day col. (2016) y el de DAHPS segun
el descrito por Zabalza y col. (2016).

Resultados y discusion

Este método de incubacién propor-
ciona una mayor disponibilidad de
los tratamientos en el interior de la
hoja y permite trabajar en tiempos
cortos (24h) lo que limita la degrada-
cion de estos compuestos.

La inhibicién del enzima EPSPS por
el herbicida glifosato provoca una
gran acumulaciéon de siquimato en
hojas (Lydon y Duke 1988; Becerril y
col., 1989; Hernandez y col., 1999;
Orcaray y col., 2010, 2012). En este
ensayo se observa una acumulacion
de este compuesto en el tratamiento
con glifosato en ambas poblaciones
(Figura 3), siendo menor en la pobla-
cion resistente (NCR) que en la po-
blacion sensible (NCS), comproban-
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Figura 4. Efecto de los diferentes tratamientos en el contenido de los enzimas EPSPS y DAHPS (Adj. Vol.
RD*mm?) en hojas de A. palmeri, poblacién Sensible (NCS) columnas blancas y Resistente (NCR) grises. La
proteina cargada en la inmunodeteccion de EPSPS fue de 60 mg para NCS 'y 15 mg para NCR, en el caso
de DAHPS fue igual en ambas poblaciones (40 pg). Tratamientos: agua (control); glifosato (Gly); ciclohexi-
mida (CHX); glifosato con cicloheximida; PEP; PEP con glifosato; aminoacidos aromaticos (AAA); AAA con
glifosato. Media + ES (n=3). * indica diferencia significativa (p<0.05)conel control de la misma poblacion.

do asf la resistencia de la poblacion
al herbicida (Shaner y col., 2005).

El nivel de proteina EPSPS basal es
muy diferente en ambas poblacio-
nes; hay mas proteina en la poblacién
resistente, lo que hace que la inmu-
nodeteccion se realice partiendo de
distintas concentraciones de protei-
na. Este mayor contenido de proteina
EPSPS en poblaciones con resistencia
debido a amplificacion génica ya se
habia descrito para A. palmeri (Gai-
nesy col., 2010; Gaines y col., 2011;
Ribeiro y col., 2014; Fernandez-Es-
calda y col., 2016) y para otras es-
pecies (Wiersma y col., 2015). Tras
la aplicacion de glifosato se produce
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un aumento significativo de la canti-
dad de EPSPS en ambas poblaciones
(Figura 4, Fernandez-Escalada y col.,
2016). Ambas poblaciones mostra-
ron un incremento no significativo
de la cantidad de enzima DAHPS tras
el tratamiento con glifosato (Figura
4; Pinto y col., 1988; Zabalza y col.,
2016). El hecho de haber detectado
los efectos ya conocidos del glifosa-
to (acumulacién de siquimato, mayor
cantidad de proteina EPSPS y DAHPS)
en los discos de hojas tratadas valida
este método de ensayo para poder
analizar el efecto directo de diferen-
tes intermediarios metabdlicos sobre
dichos parametros.
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Si la acumulacién de siquimato fuera
la sefal que hace que aumente la ex-
presion de DAHPS y EPSPS, deberia
haberse observado una mayor canti-
dad de las mismas tras el tratamien-
to con siquimato. Sin embargo, no
se produce ese aumento en ninguna
de las dos poblaciones (Figura 4). Por
otra parte, la acumulaciéon de siqui-
mato provocada por el glifosato fue
suprimida en las plantas que fueron
incubadas en presencia del herbicida
y cicloheximida (Figura 3), un inhibi-
dor de la traduccion proteica del ci-
tosol. Este resultado sugiere que Uni-
camente se puede llegar a acumular
siquimato con glifosato si se produ-
ce la sintesis simultdnea de alguna
proteina, que podria ser la DAHPS,
al tratarse del enzima de inicio de la
via de biosintesis de aminodacidos,
donde se sintetiza siquimato y cuya
sintesis aumenta en presencia de gli-
fosato (Figura 4).

La aplicacion exégena de quinato, un
metabolito formado a partir de una
ramificacion de la ruta del siquimato
y cuya concentracién aumenta con
glifosato, no modificé la cantidad
del enzima EPSPS pero si disminuyo
la cantidad de DAHPS en la pobla-
cion sensible (Figura 4), tal y como
describieron Zabalza y col (2016) en
guisante. A pesar de que se habia
propuesto que una hipotética mayor
disponibilidad de PEP como efecto
de la inhibicién de EPSPS por el her-
bicida podria ser un factor que exa-

cerbaria la acumulacién de siquima-
to que provoca el herbicida (DeMarfa
y col., 2006), el tratamiento conjun-
to de PEP con glifosato provocé una
acumulacion de siquimato similar a
la que se produce con el herbicida
aplicado de forma aislada (Figura 3).
Los AAA aplicados de forma aislada
o con glifosato produjeron (Figura 4)
una disminucién del contenido de la
proteina DAHPS en ambas poblacio-
nes (significativa solo en la poblacién
resistente). Estos resultados sugieren
que la mayor disponibilidad de pro-
ductos finales, independientemente
de la presencia de glifosato, regula-
rian la cantidad de enzima DAHPS,
puerta de entrada hacia la ruta del
siquimato.

Este trabajo ha permitido profundi-
zar en los mecanismos de regulacion
de la ruta del siquimato, comproban-
dose que la sobreexpresion del enzi-
ma EPSPS no modifica la regulacién
de la via y se propone la importancia
del incremento de flujo de entrada
en la via como el principal responsa-
ble de la respuesta al herbicida.
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Abstract

Although glyphosate is the most-
used herbicide worldwide, the preci-
se mechanisms by which glyphosate
kills plants remains unclear. Glypho-
sate inhibits EPSPS (5-enolpyruvilshi-
kimate-3-phosphate synthase) from
the shikimate pathway, responsible
for the synthesis of aromatic amino
acids. This study is an approach to
the mechanisms of regulation of the
shikimate pathway incubating leaf
discs of two populations of Ama-
ranthus palmeri (one sensitive and
another glyphosate-resistant) with
glyphosate or several intermediates
of the shikimate pathway. DAHPS
(3-deoxy-D-arabino-heptulosona-
te-7-phosphate synthase) is confir-
med to be a key enzyme in the re-
gulation of the shikimate pathway
and in the physiological response to
glyphosate, as its synthesis is inhibi-
ted by aromatic amino acids and qui-
nate and seems to be involved in the
elicited shikimate accumulation after
glyphosate treatment.

Keywords:  Shikimate  pathway,
EPSPS, DAHPS, sikhimate, glyphosa-
te, aromatic amino acids, quinate.
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V Mejor regulacion fitohormonal de la planta.

CANTIDAD
DE FRUTA

CALIBRE

Optimizacion de los proceso de division celular
y movilizacién de reservas.

Mantiene su equilibrio fisiolégico actuando
en los érganos en crecimiento.

V Producto natural y ecolégico.
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