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Efecto del glifosato en  
la expresión génica de  
la ruta del siquimato 
en Amaranthus palmeri

Este estudio ha abordado el efecto del herbicida glifosato en la re-
gulación de la ruta del siquimato en la especie Amaranthus palmeri, 
comparando una población sensible a glifosato con una población re-
sistente. Se ha podido observar que el gran aumento en el número de 
copias génicas del enzima EPSPS en la población resistente no tiene 
un efecto general basal en la expresión de los demás genes de esta 
ruta de síntesis de los aminoácidos aromáticos ni en el contenido en 
triptófano, tirosina y fenilalanina. Tras el tratamiento con glifosato, 
se observó, en ambas poblaciones, una inducción general de la expre-
sión de los genes de la ruta del siquimato, dependiente de la dosis 
de glifosato. Es destacable que la aplicación del glifosato provoca el 
aumento de la expresión y actividad AS, y la tendencia opuesta en 
expresión CM, lo que conlleva un flujo preferente hacia la formación 
de triptófano en lugar de tirosina y fenilalanina.

Palabras clave: Glifosato, ruta del siquimato, Amaranthus palmeri, expre-
sión relativa del mRNA, corismato mutasa, antranilato sintasa.
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Imagen 1. Población NC-S (arriba) y población NC-R (abajo) de Amaranthus palmeri tratadas con glifosato trans-
curridos 3 días. A la izquierda plantas control, en medio plantas tratadas con la dosis recomendada en campo de 
glifosato G1 (0.84 kg ha-1) y a la derecha plantas tratadas con 3 veces la dosis recomendada en campo de glifosato 
G3 (2.52 kg ha-1). 



La ruta del siquimato se alimenta de 

los esqueletos carbonados proce-

dentes de la glicolisis (fosfoenolpi-

ruvato) y de la ruta de las pentosas 

fosfato (eritrosa4-fosfato). Consta 

de una sucesión de seis activida-

des enzimáticas consecutivas (Fi-

gura 1): deoxi-D-arabino-heptulo-

sonato-7-fosfato sintasa (DAHPS), 

3-dehidroquinato sintasa (DHQS), 

siquimato quinasa (SK), 5-enolpiruvi-

lsiquimato 3-fosfato sintasa (EPSPS) 

y corismato sintasa (CS) hasta la for-

mación de corismato. Usando como 

sustrato el corismato, la ruta se divi-

de en dos ramales diferenciados para 

la biosíntesis de aminoácidos aromá-

ticos (AAA): por un lado, el enzima 

corismato mutasa (CM), que lleva a 

la síntesis de tirosina y fenilalanina; y 

por otro, el enzima antranilato sin-

tasa (AS), que lleva a la síntesis de 

triptófano (Tzin y col., 2012).

El glifosato es un herbicida que in-

hibe la biosíntesis de los tres ami-

noácidos aromáticos. El sitio pri-

mario de acción del glifosato es la 

inhibición específica de un enzima 

clave en la ruta del siquimato: el 

enzima EPSPS (Gaines y col., 2010; 

Powles and Yu, 2010) que convier-

te el siquimato-3-fosfato y el foso-

foenolpiruvato en 5-enolpiruvil-si-

quimato-3-fosfato. A pesar de que 

se conoce el mecanismo de acción 

del glifosato (bloqueo del enzima 

EPSPS) (Steinrücken y Amrhein, 

1980), no se conoce completamen-

te el modo de acción del mismo 

(Gomes y col., 2014) (conjunto de 

procesos que llevan a la muerte de 

la planta tras este bloqueo), infor-

mación que puede ser clave para 

desarrollar nuevos herbicidas. El 

uso intensivo del glifosato ha pro-

vocado el desarrollo de resistencias 

en muchas especies de malas hier-

bas, como Amaranthus palmeri, 

cuya resistencia fue documentada 

por primera vez en 2006 (Culpe-

pper y col. 2006), y cuyo meca-

nismo de resistencia al glifosato, 

la amplificación génica del enzima 

EPSPS, fue descrito por primera vez 

en 2010 (Gaines y col. 2010).

El objetivo general  de este estudio 

es profundizar en el conocimiento 

de la regulación de la vía de bio-

síntesis de los AAA. Para ello se ha 

trabajado con dos poblaciones de 

Amaranthus palmeri de diferente 

sensibilidad al glifosato, una sensi-

ble (NC-S) y otra resistente al mis-

mo (NC-R), con una amplificación 

génica de 47,5 veces más copias 

de EPSPS que la población sensible 

(Fernández-Escalada y col. 2016). 

Concretamente, se quiere valorar 

la implicación que tiene en la vía la 

sobreexpresión del enzima EPSPS 

y estudiar los efectos fisiológicos 

que provoca el glifosato en la regu-

lación de la ruta de biosíntesis de 

AAA (donde se localiza su diana).

Material y métodos

Muestreo y extracción de cDNA

Las semillas de los biotipos NC-R y 

NC-S fueron proporcionadas por el  

Dr. Todd Gaines (Colorado State Uni-

versity, Fort Collins, CO, USA) y fueron 

originalmente recolectadas en North 

Carolina (USA). Se esterilizó la super-

ficie de las semillas y fueron crecidas 

en cultivo hidropónico durante tres 

semanas en condiciones controladas 

de luz y humedad, momento en el 

que fueron sometidas a los distintos 

Figura 1. Expresión relativa al control del mRNA de los enzimas de la ruta de biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos (AAA).  En blanco la población sensible y en negro la resistente, para ambas poblaciones 
tratamiento con (control), G1 (dosis de glifosato recomendada en campo) y G3 (tres veces la dosis de 
glifosato recomendada en campo). Diferentes letras minúsculas en la población sensible, y diferentes 
letras mayúsculas en la población resistente indican diferencias significativas entre tratamientos dentro 
de cada población (p ≤ 0.05).
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tratamientos: spray glifosato a la dosis 
recomendada en campo (0.84 kg ha-

1) y a una dosis tres veces la recomen-
dada en campo (2.52 kg ha-1). Las ho-
jas de las plantas fueron cosechadas 
tres días después de la aplicación, un 
tiempo suficientemente largo para 
poder ver los efectos del tratamiento 
sobre los parámetros fisiológicos sin 
que las plantas lleguen a la letalidad 
o se recuperen (Figura 1), y después 
fueron congeladas a -80 ºC. 

qPCR

Se realizaron cinco réplicas bioló-
gicas por cada tratamiento, tanto 
para la población sensible como 
para la resistente. Se empleó la téc-
nica de PCR cuantitativa en tiempo 
real (qPCR) para medir la expresión 
del mRNA en plantas de las pobla-
ciones NC-S y NC-R en las enzimas 
de la ruta de biosíntesis de los AAA: 
D-arabino-heptulosonate 7-phospha-
te synthase (DAHPS), dehydroquinate 
synthase (DHQS), 3-dehydroquinate 
dehydratase/ shikimate dehydrogena-
se (DQSD), shikimate kinase (SK), The 
5-enolypyruvylshikimate 3-phosphate 
synthase (EPSPS) and chorismate syn-
thase (CS) anthranilate synthase (AS) 
chorismate mutase (CM). Las PCR 
cuantitativas fueron realizadas en la 
CSU en colaboración con el laborato-
rio del Dr. Todd Gaines (Colorado Sta-
te University, Fort Collins, CO, USA) 
según Gaines y col. (2010).

Contenido en aminoácidos 

aromáticos libres en condiciones 

control

Para la extracción de los aminoáci-
dos se siguió el protocolo de Orcaray 
y col. 2010. Los aminoácidos aro-
máticos fueron medidos por elec-
troforesis capilar siguiendo el pro-

cedimiento de Zulet y col. 2013b. 
Las medidas se hicieron usando un 
voltaje de +30 kV (kilovoltios) para 
tirosina y fenilalanina y +20 kV para 
el triptófano.

Actividad enzimática CM y AS

Se han realizado cuatro réplicas bio-
lógicas por cada tratamiento, tanto 
para la población sensible como para 
la resistente. La actividad enzimática 
CM se cuantificó según Goers y Jen-
sen (1984) con ligeras variaciones y 
se determinó la absorbancia a 320 
nm.  La actividad enzimática AS se 
cuantificó según Ishimoto y col. 
(2010) con ligeras variaciones y se 
determinó la fluorescencia con fil-
tros excitación/emisión 340/400 nm 
(Matsukawa y col. 2002). 

Resultados y discusión

Se estudió la expresión génica de 
los enzimas de la ruta del siquimato 
cuando las plantas son tratadas con 
diferentes dosis de glifosato, y con 
los resultados obtenidos, se decidió 
estudiar también la actividad enzi-
mática de los enzimas con variacio-
nes más relevantes en la expresión:  
corismato mutasa (CM) y antranilato 
sintasa (AS).

Expresión génica de los enzimas 
de la ruta del siquimato

Si se compara la expresión génica de 
cada enzima según la población, no 

hay grandes diferencias entre ambas, 
salvo en el caso ya sabido del enzima 
EPSPS, enzima diana del herbicida 
glifosato, para el que ha desarrolla-
do resistencia Amaranthus palmeri 
mediante amplificación génica (Gai-
nes y col. 2010). Este enzima mues-
tra una expresión más de 50 veces 
superior en la población resistente 
que en la sensible (en condiciones 
control, sin tratamiento con herbici-
da) (Tabla 1, EPSPS), y unas 25 veces 
mayor si se comparan tratamientos 
(Figura 1, EPSPS). 

Se observó que la tendencia general 
tras la aplicación del tratamiento de 
glifosato, tanto en la población sen-
sible como en la resistente, es un au-
mento significativo de la expresión 
génica de los enzimas pre-corisma-
to, dependiente de la dosis. El análi-
sis de la vía post-corismato muestra 
que el glifosato no tiene gran efecto 
en  la expresión del enzima CM (sin 
cambios significativos en la pobla-
ción sensible y un descenso  en la 
población resistente), pero sí provo-
ca un incremento de la expresión del 
enzima AS, en ambas poblaciones, 
que fue muy superior al que se dio 
en el resto de enzimas de la ruta. 

Contenido en Trp, Tyr y Phe en 

condiciones control

Se han realizado cuatro réplicas bio-
lógicas por cada tratamiento, tan-
to para la población sensible como 

Figura 2. Contenido en triptófano, tirosina y fenilalanina libres en condiciones control para la población sensible (en blanco) y para la resistente (en negro). Dife-
rentes letras minúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada población (p ≤ 0.05).

Tabla 1. Diferencias entre las plantas control de las poblaciones sensible y resistente de Amaranthus 
palmeri en la expresión de los enzimas de la ruta de biosíntesis de los AAA.

PHYTOMA España / Nº 303 / Noviembre 2018 54

Premio SEMh-Phytoma
   finalista   



para la resistente en condiciones 

control. Se ha podido observar que 

no hay diferencias significativas en 

el contenido en triptófano, tirosina 

y fenilalanina entre las dos poblacio-

nes (Figura 2).

Actividad de los enzimas CM y AS

Se complementó este estudio com-

probando la actividad de los enzi-

mas que modificaban su expresión 

de una manera más relevante,  y 

fueron el enzima CM y el enzima 

AS (Figura 3). En cuanto a la encima 

CM, se observó que no hay diferen-

cias significativas en su actividad ni 

en la población sensible ni en la re-

sistente con un aumento de la dosis 

de glifosato. El enzima AS mostró un 

comportamiento notablemente dife-

rente, ya que se observaron aumen-

tos significativos respecto al control 

en la actividad tanto en la población 

sensible (aunque sólo a la menor 

dosis) como en la resistente, donde 

se vio un aumento progresivo que 

depende de la dosis. Así, se puede 

decir que conforme se aumenta la 

dosis de glifosato, no hay cambios 

en la actividad CM y, sin embargo, 

la actividad AS aumenta, siendo este 

comportamiento similar en ambas 

poblaciones, y similar al mostrado 

en la expresión.

Discusión

Comparando los datos de expresión 

génica obtenidos en las plantas sin 

tratar con glifosato de las poblacio-

nes sensible y resistente de Ama-

ranthus palmeri, se puede inferir 

que el gran aumento en el número 

de copias génicas del enzima EPSPS 

en la población resistente al glifosa-

to no afecta a la expresión basal de 

los genes de la ruta de síntesis de 

los aminoácidos aromáticos (Tabla 

1) ni al contenido en 

aminoácidos aromá-

ticos libres (Figura 2). 

En ambas poblaciones 

se detectó  una in-

ducción general de la 

expresión de los enzi-

mas de la ruta tras el 

tratamiento con glifo-

sato dependiente de la 

dosis (Figura 1), lo que 

sugiere una respuesta 

transcripcional gene-

ralizada de la ruta a di-

cho tratamiento. Este 

efecto generalizado 

no había sido detec-

tado anteriormente en 

otras especies, como 

Kochia scoparia (Wier-

sma y col. 2014) que 

también presentaban 

amplificación génica 

como mecanismo de 

resistencia al glifosato.

Además, se observó 

un aumento tanto en 

la expresión génica 

como en la actividad 

enzimática de la enzima AS con 
la dosis de glifosato, siendo este 
comportamiento similar en ambas 
poblaciones (Figuras 1 y 3). Por el 
contrario, la expresión génica del en-
zima CM se mantuvo sin diferencias 
significativas en la población sensi-
ble y descendió en la resistente, no 
habiendo diferencias significativas 

Figura 3. Actividad de los enzimas corismato mutasa (CM) (izquierda) y antranilato sintasa (AS) (derecha). En blanco la población sensible y en negro la resis-
tente, siendo para ambas poblaciones los tratamientos control, G1 (dosis de glifosato recomendada en campo) y G3 (tres veces dosis de glifosato recomendada 
en campo). Diferentes letras minúsculas en la población sensible, y diferentes letras mayúsculas en la población resistente indican diferencias significativas entre 
tratamientos (p ≤ 0.05).

Figura 4. Esquema resumen de los enzimas implicados en la ruta de 
biosíntesis de AAA (triptófano, tirosina y fenilalanina). Las flechas ver-
des indican la inducción en la expresión génica de las enzimas y en 
rojo la inhibición.
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en su actividad enzimática ni según 

la dosis de glifosato ni entre pobla-

ciones (Figuras 1 y 3). La bifurcación 

de la ruta tras la formación de coris-

mato ha sido sugerida como punto 

de regulación feedback por Schmid 

y Amrhein (1995), lo que le confiere 

una importancia destacada. Nues-

tros resultados sugieren una desvia-

ción preferente del flujo de carbono 

hacia la síntesis de triptófano, en de-

trimento de la formación de tirosina 

y fenilalanina (Figuras 1 y 3), lo que 

podía estar relacionado con una re-

gulación de la ruta de los AAA que 

pudiera tener como señal el triptófa-

no, como ha sido sugerido por Galili 

y col. (2016) para la especie  Arabi-

dopsis thaliana. Estos nuevos aspec-

tos sobre la regulación de la ruta de 

los AAA pueden complementar el 

conocimiento sobre la respuesta al 

tratamiento con glifosato que hasta 

ahora se tenía de la sobreexpresión 

génica del enzima EPSPS (Gaines y 

col. 2010), proporcionando una vi-

sión global de su funcionamiento, 

que nos acerca a poder explicar el 

modo de acción del glifosato.

Conclusiones

La sobreexpresión del enzima EPSPS 

en la población NC-R no afectó al 

contenido en AAA ni a la expresión 

de genes de la ruta de la síntesis. 

El tratamiento con glifosato provocó 

un incremento muy importante en 

la expresión de los enzimas de la vía 

tanto en la población sensible como 

en la resistente, de manera dosis-de-

pendiente, indicando una regulación 

transcripcional coordinada en todo 

la ruta. 

Se produjo una desviación preferen-

te del flujo de carbono hacia la sín-

tesis de triptófano, lo que confiere 

gran importancia al corismato como 

punto regulatorio de la ruta.

Abstract

This study has addressed the effect of 

glyphosate herbicide on the regulation 

of shikimate pathway in Amaranthus 

palmeri, comparing one resistant and 

one sensitive population. It has been 

observed that the large increase in the 

number of EPSPS gene copies in the re-

sistant population does not have a ba-

sal pleiotropic effect on the expression 

of the other genes of this biosynthetic 

pathway. After glyphosate treatment, it 

was observed a general dose-dependent 

induction of the expression in both po-

pulations. It is noteworthy that the appli-

cation of glyphosate causes increased AS 

expression and activity and the opposite 

trend in CM expression, which implicates 

a preferential flux toward the formation 

of tryptophan instead of tyrosine and 

phenylalanine.

Keywords: Glyphosate, shikimate pa-

thway, Amaranthus palmeri, mRNA re-

lative expression, chorismate mutase, 

antranilate synthse.
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