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Figura 1. Aspecto visual de las plantas de Amaranthus palmeri siete dias después de aplicar los tratamientos. Las plantas fueron no tratadas (Control), o trata-
das con Quinato, 0.25 la dosis recomendada en campo de glifosato de forma aislada (Glp 0.25DR) o en combinacién con quinato (Glp 0.25DR+Q), y la dosis

recomendada en campo de herbicida (Glp DR).

Aproximacion metaboldmica
para la mayor eficacia del
glifosato tras su combinacion
con quinato en el control de
Amaranthus palmeri

En este estudio se valora la posible utilizacién del quinato como po-
tenciador del efecto fitotdxico del glifosato al aplicarlos de forma
conjunta en la mala hierba Amaranthus palmeri. Se aplico quinato,
glifosato en dos dosis (recomendada y una cuarta parte de la misma)
y quinato junto con la dosis baja de glifosato. Se evaluaron los efectos
visuales y el perfil metabdlico de la ruta del siquimato mediante cro-
matografia de gases-espectrometria de masas. El glifosato provocd
acumulacién de los compuestos previos a su diana, la enzima EPSPS.
La aplicacién conjunta de quinato y glifosato provocé una exacerba-
cién de la acumulacidén de quinato y de cuatro derivados del mismo
respecto a las aplicaciones aisladas. Este comportamiento podria
estar relacionado con la mayor fitotoxicidad detectada en el trata-
miento combinado, que resulté tanletal comola dosisalta de glifosa-
to. Asi, se puede plantear la aplicacion conjunta para una reduccion
de las dosis empleadas en campo para el control de esta especie.

Palabras clave: Amaranthus palmeri, glifosato, quinato, ruta del siquimato, GC-MS,
metaboldmica.
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El glifosato es el herbicida mas uti-
lizado a nivel mundial. Es un herbi-
cida total, del grupo de las glicinas,
cuyo mecanismo de accién es la in-
hibicion de la 5-enolpiruvilsiquima-
to-3-fosfato sintasa (EPSPS), enzima
clave en la ruta de biosintesis de los
aminoacidos aromaticos (Figura 1).
Como consecuencia del bloqueo de
la EPSPS se produce un aumento en
la ruta de ciertos metabolitos, como
el siquimato (De Maria y col., 2006),
y el quinato (Orcaray y col., 2010).
El quinato es un metabolito forma-
do en una ramificacion lateral de la
misma ruta (ruta de biosintesis de
los aminoacidos aromaticos), el cual
se ha demostrado que se incorpora
a la ruta si se aplica exbgenamen-
te (Zulet y col.,, 2013). Con estos
antecedentes se planted el estudio
del posible efecto potenciador de la
toxicidad del glifosato con la aplica-
cion posterior de quinato aplicado
exdgenamente. Se trata de bloquear
la ruta del siquimato con una dosis
reducida de herbicida e inmedia-
tamente re-alimentarla con quina-
to. En este ensayo se aborda dicho
objetivo desde una perspectiva me-
tabolica sobre la posible utilizacion
en Amaranthus palmeri, una de las
peores malas hierbas a nivel mundial
en la actualidad.

Material y Métodos

Las plantas de A. palmeri (facilitadas
por el Dr. Todd A. Gaines; Colorado
State University, Fort Collins, CO,
USA) se cultivaron en cultivo hidro-
poénico (Fernandez-Escalada y col.,
2016). Se pulverizaron los siguientes
tratamientos a plantas de 21 dias: el
quinato se aplicé a una dosis de 400
mM vy el glifosato se aplicd de ma-
nera aislada a dos diferentes dosis:
0,25x y 1x la dosis recomendada en
campo (DR) de 0.84 kg/ha. El trata-
miento combinado se llevé a cabo
aplicando quinato 24 h después de
la dosis baja (0,25 DR), para poder
valorar si el quinato produce un
efecto potenciador (Zulet-Gonzélez
y col.,, 2019). Se realizé6 un segui-
miento visual del estado de las plan-
tas durante quince dias y las hojas
de las plantas fueron cosechadas
tres dias después de la aplicacion del
herbicida y fueron congeladas inme-
diatamente en nitrogeno liquido y
guardadas a -80°C hasta su analisis.
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Esquema 1. Representacion simplificada de la ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos. Fosfoenol
piruvato (PEP); eritrosa-4-fosfato (E-4-P); dehidroquinato (DHQ); 3-dehidrosiquimato (3DHS); siquima-
to-3-fosfato (S3P); 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS); enolpirilsiquimato-3-fosfato (ESPS).

Tirosina (Tyr), Fenilalanina (Phe), Triptéfano (Trp).

Se llevod a cabo una determinacion
de los metabolitos mediante croma-
tografia de gases-espectrometria de
masas (GCMS) seguin el método des-
crito por Gorzolka y col. (2012).

Resultados y Discusion

Se realiz6 un seguimiento del estado
de las plantas y se evalu6 la letalidad
para cada uno de los tratamientos
durante los quince dias posteriores a
aplicarlos. El tratamiento de quinato
aplicado de forma aislada no produjo
ningun efecto letal sobre las plantas,

si bien en el momento del muestreo
(tres dias) las plantas presentaban
unas manchas ya descritas anterior-
mente en otros estudios en Pisum
sativum (Zulet y col., 2013).

La dosis de herbicida de 0.25DR no
resultd letal, mientras que la DR pro-
voco la muerte de las plantas en siete
dias (Figura 1). El tratamiento com-
binado de la dosis baja de herbicida
con quinato fue letal ya a los siete
dias, siendo la respuesta similar a la
dosis DR de glifosato (Figura 1). La
aplicacion exégena de quinato con-
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ray col., 201 5)_ La mayor acumu- Figura 2. Contenido en quinato (A) y cuatro derivados del mismo (B, C, D, E), expresado como valores de
lacion de quinato se detecté en el intensidad normalizada, en plantas de Amaranthus palmeri no tratadas (Control) o muestreadas tres dias
. . después de aplicar los tratamientos: Glifosato a 0,25 o unas veces la dosis recomendada en campo (GLY
tratamiento combinado, lo que pa- 0.25DR; GLY DRY); tratamiento combinado de Glifosato a 0,25 DR y Quinato (G+Q) y Quinato (Q). Letras
rece indicar que la inhibiciéon previa diferentes significan diferencias significativas para una p<0.05.
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incremento tras el tratamiento con Figura 3. Contenido en 3-dehidrosiquimato (A), siquimato (B), siquimato-3-fosfato (C) y acido galico (D)

glifosato en los tres metabolitos de expresgdo como van‘res de. |n§en5|dad normallziada,‘ en plantas de Amaranthus pa/me_n tres dias después

T R . de aplicar los tratamientos: Biopower (Control); Glifosato a 0,25 o una veces la dosis recomendada en
la ruta principal: siquimato, 3-dehi- campo (GLY 0.25DR; GLY DR); tratamiento combinado de Glifosato a 0,25DR y Quinato (G+Q) y Quinato
drosiquimato y siquimato-3- fosfato (Q). Letras diferentes significan diferencias significativas para una p<0.05.

y en el metabolito secundario acido
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galico (Figura 3B y D). Para los cuatro
intermediarios de la ruta del siqui-
mato, el incremento detectado fue
proporcional a la dosis de herbicida
aplicada, siendo asi mayor el incre-
mento con la DR que con la 0.25DR
para todos los compuestos. El mayor
nivel de inhibicion de la enzima pa-
rece que seria la causa de esta mayor
acumulacién con la dosis alta de gli-
fosato. La aplicacion de quinato no
modifico el contenido de estos com-
puestos, ni al ser aplicado de manera
aislada ni modificando el efecto del
herbicida al aplicarlo de manera con-
junta con éste.

Conclusiones

El glifosato aplicado de forma aisla-
da provocé en las plantas tratadas
una acumulacién proporcional a la
dosis aplicada de los metabolitos de
la ruta anteriores a su diana: quina-
to, siquimato, 3-dehidrosiquimato,
siquimato-3-fosfato y acido gallico.
El tratamiento conjunto de quinato
con un cuarto de la dosis recomen-
dada de glifosato fue tan letal como
la dosis recomendada de herbicida y
dicho incremento de la fitotoxicidad
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del herbicida podria estar relaciona-
do con un incremento en el conteni-
do de quinato y sus compuestos de-
rivados, ya que su acumulacion fue
maxima en la aplicacién conjunta.
Asi, el bloqueo de la enzima EPSPS
previa a la aplicacién de quinato po-
dria estar generando que el quina-
to se transforme en sus derivados y
fuera esta la causa del incremento
de su concentracion y quiza de la
mayor toxicidad del herbicida.
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Abstract

In this study, the possible use of qui-
nate as an enhancer of glyphosate
efficacy was evaluated on Amaran-
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thus palmeri weed plants. Plants
were treated with quinate, two di-
fferent glyphosate doses (the quar-
ter or the full recommended field
dose) and the combination of qui-
nate and the lower glyphosate dose.
Visual effects were assessed and me-
tabolites of the shikimate pathway
were investigated by gas chromato-
graphy-mass spectrometry. A dose
dependent increase of the meta-
bolites upstream EPSPS was obser-
ved after glyphosate applied alone.
The combined treatment provoked
an enhancement of quinate and
four quinate derivates accumulated
in comparison with the individual
treatments. This might be related
to higher toxicity of the combined
treatment, which was as lethal as
the recommended dose of glypho-
sate. Therefore, quinate would be
an enhancer of glyphosate efficacy
and lethality, and could be used to
reduce the doses applied to control
this weed.
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