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RESUMEN

El glifosato y los inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS), herbicidas inhibidores de la sintesis de aminoacidos,
presentan varios efectos fisiologicos comunes en su modo de accion. Sin embargo, la sefializaciéon hormonal inducida
por estos grupos de herbicidas no se ha estudiado. El objetivo principal fue comparar la sefializaciéon hormonal inducida
por el glifosato y la inducida por los inhibidores de la ALS, y conocer la influencia de la resistencia target-site a estos
herbicidas en la respuesta hormonal a los mismos. Se trabajo con cuatro poblaciones de la mala hierba Amaranthus
palmeri (sensible a glifosato, resistente a glifosato, sensible a inhibidores de la ALS, resistente a inhibidores de la ALS),
que se trataron con diferentes dosis de glifosato o del inhibidor de la ALS nicosulfurdn, y en las que se analizé por
cromatografia liquida de ultra-alto rendimiento el contenido de las diferentes hormonas. Los resultados mostraron
respuestas hormonales diferentes a ambos herbicidas. En el caso del glifosato, se indujo la sintesis de acido abscisico,
tanto en plantas sensibles como resistentes. Es una hormona muy ligada a la respuesta al estrés abidtico, relacionada
con una reduccion del crecimiento. Este resultado evidencia que a pesar de no resultar letales las dosis de glifosato en
las plantas resistentes, estas llegaron a sufrir cierto estrés. En cambio, el nicosulfurén indujo, en las plantas sensibles, la
sintesis de las giberelinas y las auxinas, hormonas promotoras del crecimiento. Se concluye que, a pesar de la similitud
en el modo de acciéon de ambos herbicidas, existe una clara disparidad en la sefalizaciéon hormonal que inducen.
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ABSTRACT

Glyphosate and acetolactate synthase (ALS) inhibitors, amino acid synthesis inhibiting herbicides, share several common
physiological effects in their mode of action. Nevertheless, hormonal signalling induced by these herbicide groups has
not been studied. Aiming at comparing the hormonal signalling induced by glyphosate and by the ALS inhibitors,
and knowing the influence of the target-site resistance to both groups of herbicides on the hormonal response to these
herbicides, the content of different hormones has been analysed by ultra-performance liquid chromatography in four
Amaranthus palmeri populations (glyphosate-sensitive, glyphosate-resistant, ALS-inhibitor sensitive, and ALS-inhibitor
resistant) treated with different doses of glyphosate or the ALS inhibitor nicosulfuron. Results showed different
hormonal responses to both herbicides. In the case of glyphosate, abscisic acid synthesis was induced in both sensitive
and resistant plants. This hormone is linked to the response to abiotic stress, and is related with growth arrest. This
result evidences that, even though herbicide doses were not lethal in resistant plants, they suffered a mild stress.
On the other hand, nicosulfuron induced gibberellins and auxins, growth-promoting hormones, in sensitive plants.
In summary, despite the similarity in the mode of action of both herbicides, there is a clear disparity in the hormonal
signalling they induce.

Keywords: hormones, glyphosate, nicosulfuron, target-site resistance, Amaranthus palmeri.
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INTRODUCCION

El glifosato y los inhibidores de la acetolactato sin-
tasa (ALS) son herbicidas que inhiben la sintesis
de aminoacidos en su mecanismo de accién: el gli-
fosato inhibe la sintesis de aminoacidos aromati-
cos y los inhibidores de la ALS, la de aminoacidos
ramificados. Ambos presentan bastantes efectos
fisiologicos comunes en su mecanismo de accion:
la acumulaciéon de aminoacidos, la disminucién de
proteina soluble (Zulet et al., 2013) y el estrés oxida-
tivo (Eceiza et al., 2022, 2023).

Las plantas han desarrollado sistemas de senali-
zacion molecular en respuesta al estrés causado
por las condiciones ambientales adversas, como
los herbicidas. Uno de los sistemas de senalizacion
mas importantes es el sistema hormonal, que se
encarga de la regulacién y coordinacion median-
te la produccion de las hormonas. Las hormonas
vegetales o fitohormonas se difunden pasando de
célula a célula y se requieren en cantidades mi-
nimas para realizar su funcién: control del creci-
miento y el desarrollo, afectando a la division, el
alargamiento y a la diferenciacion celular. Los gru-
pos clasicos de hormonas incluyen las auxinas, las
giberelinas (GAs), las citoquininas (CKs), el acido
abscisico (ABA) y el etileno; aunque, actualmen-
te, también se consideran como principales otras
hormonas como el jasmonato (JA). La induccién de
cada grupo de hormonas cumple funciones dife-
rentes. Asi, el ABA reprime el crecimiento de las
plantas induciendo el cierre estomatico, mientras
que el etileno promueve la senescencia y abscision
foliares; la sobreproduccion de ambas hormonas es
una respuesta muy comun ante diferentes estreses
ambientales. Por el contrario, las auxinas (sobre to-
do el acido indolacético, IAA) protegen a la planta
del estrés oxidativo e inducen el crecimiento, igual
que las GAs y las CKs (Lecube et al., 2014; Majid &
Abbas, 2018).

A pesar de que el glifosato y los inhibidores de la
ALS son herbicidas ampliamente utilizados y es-
tudiados, hay muy pocos estudios sobre las posi-
bles alteraciones en el contenido de las hormonas
en respuesta a dichos herbicidas. En este trabajo,
se ha tratado de elucidar la implicacion del siste-
ma hormonal en el modo de accién de los herbici-
das glifosato y nicosulfurén (inhibidor de la ALS),
en individuos sensibles y resistentes target-site
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de Amaranthus palmeri S. Watson, una de las ma-
las hierbas de mayor interés a nivel mundial en la
actualidad.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y tratamientos

Las poblaciones sensible y resistente a glifosato
(GLS y GLR), originarias de Carolina del Norte, EE.
UU.,, fueron cedidas por el Dr. Gaines (Universidad
Estatal de Colorado, CO, EE. UU.). Las poblaciones
sensible y resistente a inhibidores de la ALS (AISy
AIR), originarias de Lleida, fueron cedidas por el
Dr. Torra (Universidad de Lleida). Estudios previos
caracterizaron los mecanismos de resistencia tar-
get-site frente a glifosato (Fernandez-Escalada et al.,
2016) y a inhibidores de la ALS (Torra et al., 2020;
Eceiza et al,, 2023) en las respectivas poblaciones
resistentes. En el caso de la poblacién GLR, la re-
sistencia venia dada por una amplificacion génica
de la 5-enolpiruvil-3-fosfato sintasa (EPSPS), enzi-
ma diana del glifosato. Las plantas de la poblacion
AIR contenian una mutacién en la posicion Trp-574
del gen ALS.

Las plantas fueron crecidas en cultivo hidropéni-
co puro con aireacion forzada (Fernandez-Escala-
da et al., 2016) y fueron tratadas a los 19-22 dias de
edad. Sobre las poblaciones GLS y GLR, se aplico
el herbicida glifosato (Fortin Green®) en dos dosis:
dosis recomendada (DR) equivalente a 0,84 kg m.a.
ha'y 3 veces la dosis recomendada; sobre las pobla-
ciones GLS y GLR, se aplico el herbicida nicosulfu-
rén (SAMSON®) en dos dosis: dosis recomendada
equivalente a 0,06 kg m.a. ha' y 3 veces la dosis re-
comendada. Se dejaron algunas plantas sin tratar
(controles) en todas las poblaciones. Se muestrea-
ron las hojas a los tres dias en el caso del glifosato
y de siete dias en el caso del nicosulfurén.

Contenido de hormonas

Se analizaron las auxinas (IAA y su forma conju-
gada, IAAC), el ABA, las GAs, las CKs, el JA y los
compuestos de dcido 1-aminociclopropano-1-car-
boxilico (ACC). El método aplicado para el ana-
lisis de las hormonas estda basado en Qian et al.
(2021); el contenido de todas ellas fue determinado



mediante cromatografia de liquidos de ultra-alto  La Figura 1 muestra el contenido de hormonas liga-

rendimiento.

Analisis estadistico

Las plantas de las pobla-
ciones GLS y GLR no se
compararon con las de
AIS y AIR, en ningun ca-
so: los experimentos con
glifosato y con nicosul-
furén fueron experimen-
tos paralelos separados.
Las diferencias entre los
controles GLS y GLR y
entre los controles AIS y
AIR se evaluaron median-
te la prueba t de Student
(p < 0,05). Las diferencias
entre tratamientos dentro
de una misma poblacion
se evaluaron mediante
ANOVA de una via segui-
da de la prueba posthoc
HSD de Tukey (p <0,05).

RESULTADQS
Y DISCUSION

En las plantas sensibles
(GLSy AIS) tratadas con los
herbicidas, el crecimiento
se redujo y poco después
murieron (aun vivian en
el momento del muestreo),
aunque la accion del gli-
fosato fue mas rapida que
la del nicosulfurdén. Las
plantas resistentes (GLR y
AIR) sobrevivieron a to-
dos los tratamientos; en las
plantas GLR tratadas con la
mayor dosis de glifosato se
observaron algunos efec-
tos visuales y una ligera
reduccién del crecimiento,
que no se observé en las
plantas AIR tratadas con
nicosulfuron.
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das al estrés (JA, ABA, IAA e IAAC). En respuesta
al glifosato, destaca el incremento del ABA, tanto en
plantas sensibles como en resistentes, junto con el
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Contenido en acido jasménico (JA, A), indolacético (IAA, B), indolacético conju-
gado (IAA, C) y abscisico (ABA, D) en poblaciones de Amaranthus palmeri sensi-
ble a glifosato (GLS), resistente a glifosato (GLR), sensible a inhibidores de ALS
(AIS) y resistente a inhibidores de ALS (AIR). Tratamientos: sin tratar (control,
(), dosis recomendada de glifosato (G) o nicosulfurén (N), y 3 veces la dosis
recomendada de glifosato (3G) o nicosulfurdn (3N). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos en cada poblacion (ANOVA, HSD
Tukey, p < 0,05).
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descenso del JA. Sin embargo, en respuesta al nico-
sulfurdn, los incrementos mas significativos se ob-
servaron en las auxinas (IAA, IAAC) en la poblacion
sensible. Asi, se muestra una respuesta contraria de

las plantas a los herbicidas gli-
fosato y nicosulfurén.

Con respecto a las GAs, se
obtuvieron datos represen-
tativos de la GA7 la GAl15
y la GA19 (datos no mos-
trados) y la GA7, mostré un
ligero incremento significa-
tivo en la poblacion AIS tra-
tada con la dosis mas alta de
nicosulfurén.

El ABA, inducido por el glifo-
sato, es una respuesta clasica
a muchos tipos de estreses, e
induce el cierre estomatico,
que se traduce finalmente en
una reduccién del crecimiento.
Tanto las plantas sensibles co-
mo las resistentes incrementan
el ABA en respuesta al glifosa-
to, lo que indica que, a pesar de
la resistencia, el glifosato gene-
ra cierta respuesta en las plan-
tas resistentes. Sin embargo,
en el caso del nicosulfurdn, se
induce la sintesis de hormonas
del crecimiento: las auxinas y
las GAs. Una posible hipotesis
es que esta diferencia en la se-
nalizacion hormonal esté rela-
cionada con el hecho de que el
glifosato lleve a las plantas a
la muerte mucho mas rapida-
mente que los inhibidores de
la ALS.

El etileno no pudo medirse
con los recursos disponibles,
pero si se midié su precursor
inmediato, el ACC, y sus for-
mas de reserva principales,
jasmonil-ACC (JA-ACC) y ma-
lonil-ACC (MACC); y el ami-
nodcido metionina, precur-
sor del ACC. Las poblaciones
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sensibles sin tratar presentaron mayor contenido
en metionina que las resistentes. En respuesta al
glifosato, se incrementé el MACC en la poblacién
GLS, pero disminuy6 el JA-ACC, resultando en
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Contenido en metionina (A), 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC, B),
jasmonil-ACC (JA-ACC, C) y malonil-ACC (MACC, D), en poblaciones de Amaran-
thus palmeri sensible a glifosato (GLS), resistente a glifosato (GLR), sensible a
inhibidores de ALS (AIS) y resistente a inhibidores de ALS (AIR). Tratamientos:
sin tratar (control, C), dosis recomendada de glifosato (G) o nicosulfurén (N), y
3 veces la dosis recomendada de glifosato (3G) o nicosulfurén (3N). Asteriscos
indican diferencias significativas en plantas sin tratar de dos poblaciones (t de
Student, p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tra-
tamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey, p < 0,05).



una disminucion global de ACC. En respuesta al
nicosulfurodn, el contenido en todas las formas de
ACC descendio en la poblacion sensible. En nin-
guna de las poblaciones resistentes (GLS y AIR)
tratadas se observaron cambios en los compuestos
relacionados con el etileno (Figura 2). Esto parece in-
dicar un incremento del etileno en respuesta a am-
bos herbicidas en las poblaciones sensibles, y una

fisioldgicos similares en su modo de accioén, pero
este estudio realizado en Amaranthus palmeri ha
mostrado que la respuesta hormonal que inducen
es diferente. Mientras que el glifosato induce la
sintesis de hormonas supresoras del crecimiento,
el nicosulfurén induce las promotoras. En respues-
ta a ambos herbicidas, por tanto, hay sefializacion
del estrés, pero de forma contrapuesta.

variacion no significativa en las resistentes, lo que,
ademas, seria coherente con estudios realizados en
otras especies (Burns et al., 1999; Einhardt et al,, 2020). ~ AGRADECIMIENTOS
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CONCLUSIONES

En resumen, el glifosato y los inhibidores de
la ALS como el nicosulfuréon provocan efectos
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