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RESUMEN

El glifosato (inhibidor de la 5-enolpiruvil-siquimato-3-fosfato sintasa, EPSPS) y los inhibidores de la acetolactato
sintasa (ALS) inhiben dos rutas de biosintesis de aminoacidos diferentes, pero comparten varios efectos fisioldgicos
en su modo de accién, incluidos un moderado estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo del glutation. Las
glutation S-transferasas (GSTs) son enzimas que catalizan la conjugacion de xenobidticos con el glutation, y tienen
funciones antioxidantes, por lo que estan relacionadas con la respuesta al estrés abidtico. Con el objetivo de conocer la
implicacion de las GSTs en la respuesta a estos herbicidas, se han analizado la actividad y la expresion de las GSTs en
cinco poblaciones de Amaranthus palmeri: sensible y resistente a glifosato; sensible y resistente a inhibidores de la ALS; y
resistente multiple (al glifosato y los inhibidores de la ALS). En todos los casos la resistencia era por mecanismos target-
site. Las plantas fueron tratadas con diferentes dosis de glifosato o los inhibidores de la ALS nicosulfurén y piritiobac.
En las plantas sensibles tanto el glifosato como los inhibidores de la ALS provocaron un incremento de la actividad
GST y de la expresion génica de la subfamilia de las Phi GSTs, proporcional a la dosis de tratamiento. Probablemente,
esta induccion de las GSTs esta relacionada con un aumento de la demanda antioxidante en las plantas sensibles
tratadas. No se observaron cambios destacables en las plantas resistentes target-site, evidenciando que la inducciéon de
las GSTs es un efecto de la inhibicion enzimatica de la EPSPS o la ALS.

Palabras clave: glutation S-transferasa, glifosato, inhibidores de la ALS, resistencia target-site, Amaranthus palmeri.

ABSTRACT

Glyphosate (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase or EPSPS inhibitor) and acetolactate synthase (ALS)
inhibitors inhibit two different amino acid synthesis pathways, but share several physiological effects in their mode
of action, including a moderate oxidative stress and alterations in glutathione metabolism. Glutathione S-transferases
(GSTs) are enzymes which catalyse the conjugation of xenobiotics with glutathione, and perform antioxidant functions.
Therefore, they are closely linked to the response to abiotic stress. Aiming at understanding the implication of GSTs in
the response to these herbicides, GST activity and gene expressions have been analysed in five Amaranthus palmeri
populations: glyphosate-sensitive, glyphosate-resistant, ALS-inhibitor sensitive, ALS-inhibitor resistant, and multiple
resistant (to glyphosate and ALS inhibitors). Resistance was conferred by target-site mechanisms in all the cases. Plants
were treated with different doses of glyphosate or the ALS inhibitors nicosulfuron and pyrithiobac. Both glyphosate
and ALS inhibitors provoked an increase of GST activity and Phi GST gene expression, proportionally to the herbicide
dose in sensitive plants. Probably, this GST induction was due to an increased antioxidant demand in treated sensitive
plants. No remarkable changes were found in target-site resistant populations, evidencing that GST induction is an
effect of the enzymatic inhibition of EPSPS or ALS.

Keywords: glutathione S-transferase, glyphosate, ALS inhibitors, farget-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 como mecanismo de accion: el glifo-
sato inhibe la sintesis de aminodacidos aromaticos
y los inhibidores de la ALS inhiben la sintesis de
aminoacidos ramificados. La 5-enolpiruvil-siqui-
mato-3-fosfato sintasa (EPSPS) y la ALS son enzi-
mas diana muy estudiadas, por lo que el mecanis-
mo de accion de estos herbicidas es bien conocido
desde hace tiempo, y son de los herbicidas mas
usados a nivel mundial. Sin embargo, su modo de
accion, conocido como la secuencia completa de
eventos que culmina provocando algtin dafio en la
planta que eventualmente puede ser la muerte, no
esta completamente descifrado.

Hasta la fecha, los estudios dirigidos a conocer
el modo de accion del glifosato y los inhibidores
de la ALS apuntan a que, a pesar de inhibir enzi-
mas diferentes en rutas metabolicas diferentes, la
respuesta fisioldgica de la planta a ambos herbici-
das es similar. Entre estos efectos comunes estan
la acumulacion de carbohidratos (Orcaray et al.,
2010), la disminucién de proteina soluble (Zulet
et al., 2013) y el estrés oxidativo (Eceiza ef al., 2022,
2023). Una familia de enzimas que se ha hipoteti-
zado que puede tener un papel relevante en la res-
puesta fisioldgica a estos herbicidas es la familia de
las glutatién S-transferasas (GSTs). Las GSTs son
una familia muy amplia de enzimas que, usando el
glutation como sustrato, realizan varias funciones:
pueden actuar como antioxidantes, transportado-
ras... Sin embargo, la funcion mas conocida de las
GSTs es la detoxificacion de compuestos xenobioti-
cos por conjugacion con el glutation (Noctor ef al.,
2012). Varios herbicidas pueden ser detoxificados
por la GST, incluyendo algunos inhibidores de la
ALS (Zhang et al., 2021), mientras que la detoxifi-
cacion del glifosato por este mecanismo no se ha
descrito.

Tabla 1 - Tratamientos aplicados a las distintas poblaciones

El uso masivo del glifosato y los inhibidores de la
ALS ha acarreado efectos medioambientales y eco-
nomicos poco deseables, como la evolucion de bio-
tipos de malas hierbas resistentes. Una de las espe-
cies que mas biotipos resistentes han desarrollado
es Amaranthus palmeri S. Watson, una mala hierba
con potencial invasor en la que se han detectado
poblaciones resistentes al glifosato, a inhibidores
de la ALS, y resistentes multiples a ambos grupos
de herbicidas (Barco-Antofianzas ef al., 2022). En el
presente estudio, se han usado poblaciones sensi-
bles, resistentes y resistentes multiples (todas ellas
por mecanismos TS) de Amaranthus palmeri para
conocer la implicacion de las GSTs en el modo de
accion del glifosato y de los inhibidores de la ALS.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y tratamientos

La resistencia al glifosato de las poblaciones re-
sistente al glifosato (GLR) y resistente multiple
(RM) venia dada por una amplificacién génica
de la EPSPS (Fernandez-Escalada et al., 2016; Bar-
co-Antonanzas et al., 2022). Las poblaciones resis-
tentes a inhibidores de ALS (AIR) y RM contenian
mutaciones en el gen ALS que confiere resistencia
cruzada a varias materias activas pertenecientes al
grupo de inhibidores de la ALS (Torra et al., 2020;
Barco-Antonanzas et al.,, 2022; Eceiza et al., 2023).
Las plantas fueron crecidas en cultivo hidropdnico
puro con aireacidon forzada (Fernandez-Escalada
et al., 2016). A los 19-22 dias de edad se aplicaron
los distintos tratamientos (Tabla 1). Se eligieron los
inhibidores de ALS que habian seleccionado di-
chas resistencias. Los herbicidas se aplicaron con
un aerdgrafo con regulacion de presion y volumen.
En todas las poblaciones se utilizaron como con-
trol plantas sin tratar. Se muestrearon las hojas a
los tres dias en el caso del glifosato y de siete dias
en el caso del nicosulfuron.

Poblacion Descripcion Herbicida aplicado Dosis aplicada Kg ia/ha
GLS Sensible de referencia para GLR Glifosat DR = 0,84 kg hat
ifosato

GLR Resistente a Glifosato 3 DR =2,52 kg ha
AIS Sensible de referencia para AIR . , DR = 0,06 kg ha

. . , Nicosulfurén ’ "
AIR Resistente a nicosulfurén 3DR=0,18 kg ha
GLS Sensible de referencia para RM . L

. L Glifosato + Piritiobac 0,84 kg hat + 0,09 kg ha
RM Resistente multiple
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Actividad y expresion génica de la GST en las poblaciones sensibles. Esta hipdtesis ha sido

propuesta anteriormente (Miteva et al., 2010) e iria

La actividad GST se midi6 espectrofotométrica-  en linea con estudios previos sobre estrés oxidati-
mente como la conjugacion del 1-cloro-2,4-dini-  vo inducido por glifosato o nicosulfurén en estas
tro-benceno a 340 nm, como descrito anteriormen- poblaciones (Eceiza et al., 2022, 2023).

te (Miyata et al,, 2004). En cuanto
a la expresion génica, se calculd
el nivel de transcripcién relativo
para genes que codifican GSTs de
las subfamilias Phi y Tau median-
te PCR cuantitativa (qPCR), con
primers disefiados a partir de la
secuencia de Amaranthus hypochon-
driacus y con una eficiencia de entre
90 y 110%.

Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos, las
plantas se separaron por poblacio-
nes. Las diferencias entre los con-
troles de las plantas resistentes y
sus sensibles de referencia (GLR y
GLS; AIR y AIS; RM y GLS) se eva-
luaron mediante la prueba t de Stu-
dent (p <0,05). Las diferencias entre
tratamientos dentro de una misma
poblacion se evaluaron mediante
ANOVA de una via, seguida de una
prueba posthoc HSD (p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad GST basal fue similar
en las poblaciones GLS y GLR y en
las poblaciones AIS y AIR. Ademas,
en las poblaciones sensibles, se in-
crement6 de forma proporcional a
la dosis de glifosato o nicosulfurén
(Figura 1). Debido a la falta de evi-
dencias de que la GST pueda de-
gradar el glifosato y a la similitud
de la respuesta a ambos herbici-
das, es probable que el incremento
de la actividad GST no esté impli-
cando una metabolizacién de los
herbicidas, sino que podria ser
una respuesta relacionada con el
estrés oxidativo causado por estos

A 120 f I ] B 120 ]
- | & GLS poblacién B GLR poblacian s O AIS poblacién B AR pobiackon
E 100 r b b a a a a g 100 - b b a a a a
g | g
- B0 | . 80 _‘
£ | § -
E 80 - E [ .
£ [ £
§ w | e ¥ '@ 40 E
3Ll & —_ P — =
P i Ll &= =
5 = = g - —_—
o | o ¢ L
- [ = T ] _ 35
C B a2 | H GLS poblaciin B GLR poblacian D B AIS pablacin B AR poblacion
g Ewlra a a a a a
¥ 10 a a a a a a a
a2 i 8 33
o, g _
g £ 20 r T
. S -
'@ &
o g 10
;i 2 - T ) % == E a5 —
S s se jme-— Te b T T -
E = 40 | o GLs pobtacien B GLR pablasian F g *Io MIS poblackin E AIR pablackin
| £ |
E b b a b b a ; 4 a a a a a a
g o - i T
: & .
5 b | |
£ — E o2 r —
8 ] i (]
§ w | Ve T L :
: o T =i
= 2 T == -
= R 1 1 1 N 1 1 i £ 1 1 L 1 1
G i . = H . Bl :
§ | O GLS poblacién B GLR poblacian z O AlS poblachn B AR potacion
g Bl & a a a a a E 1w b b ] a a a
- I ]
o <] T
8
d ;
= ] S
5 : g
E a4 - ]
8 8 4 —
5 — £ —
z - :
g = E 2r —
| ok 4 4 T ¥ T J 0 Fru I S
= | O GLS poblacion B GLR poblacin E AlS poblacion B AR poblacion
§ 40 a a a a a a ] a a a a a a
a ® 3
a2 8
f o :
2 2 2 T .
o o
2 2 £ i =
n % . fE —
° |
E — : I & ’E H
10 4 ]
g = B — 1~
[ e — [} ol — H Ea
0 1 1 e N 1 J o [ I
[+ G ¥ C G X% [+ MmN ¢ N3N

Figura1 - Actividad GST (A, B); expresion génica de GST Phi: GSTF2.1 (C, D),
GSTF2.4 (E, F) y GSTF2.5 (G, H); y expresidn génica de GST Tau: GSTU2
(1,)), en poblaciones de Amaranthus palmeri sensible a glifosato (GLS),
resistente a glifosato (GLR), sensible a inhibidores de ALS (AIS) y
resistente a inhibidores de ALS (AIR). Tratamientos con herbicidas: sin
tratar (control, C), dosis recomendada de glifosato (G) o nicosulfurdn
(N), y 3 veces la dosis recomendada de glifosato (3G) o nicosulfurén
(3N). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos en cada poblacién (ANOVA, HSD Tukey, p < 0,05).
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Las subfamilias de GST Phi y Tau son las mas
abundantes e importantes en plantas. Se carac-
terizan por ser inducidas en respuesta a estreses
ambientales bidticos y abidticos, como el generado
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Figura 2 - Actividad GST (A); expresién génica de GST
Phi: GSTF2.1 (B), GSTF2.4 (C) y GSTF2.5 (D);
y expresion génica de GST Tau: GSTU2 (E), en
poblaciones de Amaranthus palmeri sensible a
glifosato e inhibidores de ALS (GLS) y resistente
miltiple a ambos herbicidas (RM). Tratamientos
con herbicidas: sin tratar (control, C), dosis
recomendada de glifosato (G) o piritiobac (P), y
combinacién de dosis de glifosato y piritiobac
(G+P). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos en cada poblacién
(ANOVA, HSD Tukey, p < 0,05).
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por los herbicidas y, sobre todo en el caso de las
Phi, por conferir proteccidon ante el estrés oxidati-
vo (Lee et al.,, 2014). Se midid la expresion génica
de las GST Phi (GSTF2.1, GSTF2.4, GSTF2.5) y Tau
(GSTU?2). Por lo general, las expresiones génicas
de las GST Phi tendieron a incrementarse acorde
a la dosis de glifosato o nicosulfuron (Figura 1).
Por todo lo dicho, es probable que el incremento
de actividad GST se deba, mayoritariamente, a un
incremento de las GST Phi en respuesta al estrés
oxidativo inducido por ambos herbicidas en las po-
blaciones sensibles (Eceiza et al., 2022, 2023).

Para corroborar este efecto de los herbicidas en la
actividad y expresion GST, la poblacion GLS (que
también se comprobd como sensible a los inhibido-
res de la ALS) se compardé con la poblacion RM (Fi-
gura 2), resistente a glifosato y al inhibidor de la
ALS piritiobac por mecanismos target-site (Bar-
co-Antonanzas et al., 2022). Al igual que en las po-
blaciones GLR y AIR, los herbicidas no indujeron
un incremento de la actividad GST en esta pobla-
cién, tendencia que si se observo en la poblacién
GLS (Figura 2A). Nuevamente, las expresiones gé-
nicas tendieron a aumentar con los herbicidas en
ambas poblaciones.

CONCLUSION

Tanto el glifosato como los inhibidores de la
ALS provocaron, en las plantas sensibles, un incre-
mento de la actividad GST y de expresion génica,
sobre todo de las Phi GSTs proporcional a la dosis
de herbicida. En las plantas resistentes target-site,
en cambio, los ligeros cambios en las expresio-
nes génicas no se tradujeron en mayor actividad
GST, evidenciando que la induccién de esta activi-
dad enzimatica es un efecto de la inhibicién de la
EPSPS o la ALS.
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