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RESUMEN

El flavonoide trans-chalcona es un firme candidato para el desarrollo de nuevas estrategias para el control de malas
hierbas (bioherbicidas). Estudios previos han mostrado su alta capacidad fitotdxica sobre plantulas de Arabidopsis
thaliana, induciendo muerte celular programada en las raices tras 14 dias de crecimiento en agar con una concentracion
de chalcona de tan solo 35 pM. Para determinar el mecanismo molecular de accién de esta fitotoxina se ha llevado
a cabo una monitorizacién del metaboloma completo en plantulas de Arabidopsis tratadas con chalcona (0 y 35 uM)
durante 3, 10 y 20 horas. Las muestras de raiz y parte aérea se extrajeron y derivatizaron separadamente y se inyectaron
en un equipo de cromatografia de gases/masas (CG-EM) para realizar un analisis metabolémico no dirigido. Los datos
se analizaron con el software MS-DIAL y se identificaron los compuestos empleando librerias de espectros de masas
y de tiempos de retencién publicas. Los datos de metabolitos anotados se analizaron con el software Metaboanalyst
5.0 para PCA, Anova de dos factores, andlisis multivariante a lo largo del tiempo (MEBA) y el analisis de las rutas
metabdlicas potencialmente afectadas. Los resultados indicaron que la chalcona afecta el metaboloma de Arabidopsis
tras solo 3 horas de exposicion. Las rutas mas afectadas estaban relacionadas con el metabolismo de aminoacidos y
carbono, y fueron muy similares en la raiz y la parte aérea. Sin embargo, una interpretacién de los datos mas detallada
apunté distintos modos de accién en la raiz y en la parte aérea.
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ABSTRACT

The flavonoid trans-chalcone (chalcone, 1,3-diphenyl-2-propen-1-one) is a strong candidate for development of new
strategies for weed control (bioherbicides). Previous studies have demonstrated its high phytotoxic capacity on Arabidopsis
thaliana seedlings, inducing programmed cell death in roots after 14 days of growth in agar media supplemented with
chalcone 35 uM. To determine the molecular mechanism of action of this phytotoxin, a metabolome monitorization
was conducted on Arabidopsis seedlings treated with chalcone (0 and 35 uM) during 3, 10 and 20 hours. Samples were
extracted from roots and shoots separately, derivatized and injected in a gas chromatography/mass spectrometry
(GC/MS) equipment for untargeted metabolomics. Resulted data were analysed by software MS-DIAL for identification
of compounds using public Mass Spectral of Electron Ionization Spectra and the Retention Index (RI) libraries. The
annotated metabolites data were statistically analysed using Metaboanalyst 5.0 for PCA, two-way ANOVA, time-series
multivariate analysis (MEBA), and for metabolic pathway analysis. Results indicated that chalcone affected Arabidopsis
metabolome after only 3 hours of treatment. Most impacted routes were related to amino acid and carbon metabolism
and were very similar in roots and shoots. However, a detailed approach revealed different mode of action of chalcone
on roots and shoots.
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INTRODUCCION

La resistencia a herbicidas sintéticos y la conta-
minacién debida al abuso de agroquimicos son
problemas actuales que afectan a la agricultura en
todo el mundo. Implementar y desarrollar herra-
mientas eficaces y respetuosas con el medio am-
biente para el manejo de arvenses es un desafio
necesario para lograr una agricultura sostenible.
Varios grupos de investigacion buscan nuevos
compuestos con modos de accién diferentes a los
herbicidas convencionales. El metabolismo secun-
dario vegetal es una enorme fuente de moléculas
con diferentes estructuras y actividades bioldgicas.

La trans-chalcona (chalcona) es un flavonoide de de-
mostrada actividad bactericida, antiinflamatoria,
antitumoral y antimaldrica, entre otras. También
es altamente fitotoxica, siendo capaz de inhibir el
crecimiento radicular de varias especies de malas
hierbas, incluida la especie modelo Arabidopsis tha-
liana (L) Heynh., y resultando inocua para los cul-
tivos a los que se encuentran frecuentemente aso-
ciadas (Diaz-Tielas et al., 2014). Ha mostrado una
concentracién inhibitoria del 50% del crecimiento
de la raiz (Cl,;) de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis)
de tan solo 35 pM, induciendo ademas muerte ce-
lular programada de tipo apoptético en las raices
tras 14 dias de crecimiento en medio con chalcona
(Diaz-Tielas et al., 2012). Estos estudios demuestran
que la chalcona es una firme candidata para su uso
como regulador del crecimiento vegetal, un bio-
herbicida. En este trabajo se ha llevado a cabo un
estudio del perfil metabolomico de Arabidopsis a lo
largo del tiempo de exposicion a la chalcona (3, 10
y 20 horas) con la intencién de determinar los cam-
bios en el metaboloma mas relevantes en su modo
primario de accion.

MATERIALES Y METODOS

Se sembraron 24 semillas de Arabidopsis thaliana
ecotipo Columbia (Col-0) en placas con agar+nu-
trientestsacarosa, y se colocaron en posicion
vertical en camara de cultivo (22+2°C, 16 h luz,
120 umol m? s*). Tras 14 dias, las plantulas se tra-
taron con una solucion de chalcona (trans-benza-
lacetofenona, 97%, Sigma-Aldrich) (0 y 35 uM) en
H,0d+0.1%EtOH durante 3, 10 y 20 horas. En la co-
sechasesepardlaraiz delaparte aérea, se pulverizo
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en N, liquido y se almacend a -80°C. Se realizaron
cuatro réplicas de cada muestra. Para el analisis
metabolémico no dirigido se procedid a la extrac-
cién y derivatizacion de los compuestos presentes
en las muestras siguiendo el protocolo descrito por
Lisec et al. (2006), empleando metanol y clorofor-
mo para la extraccién, y clorhidrato de metoxila-
mina y N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(MSTFA) para la derivatizacion. Se afiadieron
60 pL de ribitol (0,2 mg/mL) como patrén cuanti-
tativo interno. Para la separacion y fragmentacion
de los metabolitos se empled un equipo de croma-
tografia de gases (Agilent 789A GC) acoplado a es-
pectrometria de masas de cuadrupolo tinico (Agi-
lent 5975C) en una columna capilar MEGA-5MS y
precolumna de 10 metros.

Los datos se analizaron con el software
MSDIAL usando librerias de impacto electrénico
publicas. Tras la extraccion de los picos, filtracion y
calibracion de los datos, alineamiento de los picos,
analisis de espectros deconvolucionados e identi-
ficacion e integracion de la altura de los picos, se
normalizaron los datos de los metabolitos anotados
y se eliminaron los que estaban 2 veces por debajo
de la media de los blancos. El analisis estadistico
se realizo el software MetaboAnalyst 5.0. Los datos
se transformaron (log,,) y escalaron (Pareto) antes
de proceder al analisis con la opcién “time-series
+ 1 factor” para ANOVA de dos factores (post-hoc
Tukey’s test, FDR < 0.05), Analisis de Componentes
Principales (PCA) y Bayes empirico multivariado
(MEBA). También se analizaron las rutas metaboli-
cas mas impactadas en cada tiempo de medida con
la funcion “Pathway analysis”.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis metabolomico permitié identificar y
anotar un total de 93 metabolitos en la raiz y 138
en la parte aérea de Arabidopsis. El PCA mostré una
buena separacion de los grupos por tratamientos
y en los distintos tiempos de medida (Figura 1A).
Esta separacion fue mas clara en la raiz, ya que
en la parte aérea se observa mayor agrupamien-
to a medida que el tiempo aumenta. El porcentaje
de varianza explicado por los componentes prin-
cipales (PC) fue mayor en la raiz que en la parte
aérea; con un 38.7% (PC1), 11.6% (PC2) y 10.3 %
(PC3) para la raiz y un 26.8% (PC1), 13.5% (PC2) y
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Figura 1 - A: Anélisis de componentes principales de los metabolitos detectados en la raiz y parte aérea de plantulas de Ara-
bidopsis tratadas con chalcona O pM (control) y 35 pM durante 3, 10 y 20 horas. B: Diagramas de Venn mostrando
el ndmero de metabolitos significativamente afectados en raiz y parte aérea debido al tratamiento con chalcona, al
tiempo de tratamiento y a la interaccion de ambos factores (ANOVA, FDR<0.05).

7.6 % (PC3) para la parte aérea. Los resultados del
ANOVA mostraron un total de 76 y 101 metabolitos
afectados en raiz y parte aérea respectivamente,
indicando que en ambos casos la mayoria de los
metabolitos anotados se vieron afectados, bien por
el tratamiento con chalcona, por el tiempo, o por la
interaccién de ambos factores (Figura 1B).

El analisis de las rutas metabdlicas implicadas re-
veld que las mas impactadas son comunes en la
raiz y en la parte aérea (Tabla 1). La chalcona im-
pactd notablemente el metabolismo de la alanina,

aspartato y glutamato, relacionado también con el
GABA shunt. El acido glutamico y glicina, precur-
sores del glutation, se vieron afectados de forma
distinta en raiz y parte aérea. Mientras que el acido
glutamico disminuyo en la parte aérea, en la raiz
se observo un incremento de ambos aminoacidos
a las 10 horas de tratamiento, asi como un incre-
mento de GABA, indicando una posible activacion
de mecanismos de tolerancia al estrés. Tanto el
GABA shunt como el metabolismo de la L-alanina
estan muy relacionadas con el ciclo de Krebs. El in-
cremento de L-alanina, asparagina y aspartato; asi
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Tabla 1 - Rutas metabélicas mas impactadas en la raizy en la parte aérea de plantulas de Arabidopsis a lo largo del tratamiento
con chalcona (3, 10 y 20 horas). FDR: tasa de descubrimiento falso, ns: no significativo

RAIZ PARTE AEREA
3h 10h 20h 3h 10h 20h
Metabolismo de: Hits/Cmpts Impacto| FDR [ FDR | FDR [Metabolismo de: Hits/Cmpts Impacto| FDR [ FDR | FDR
Alanina, aspartato y glutamato 6/22 0.579 | 0.0003 [ 0.0000 | 0.0004 fAlanina, aspartato y glutamato 8/22 0.777 | 0.0000 ( 0.0001 | 0.0003
Glicina, serina y treonina 5/33 0.525 0.0051 | 0.0001 | 0.0143 [Glicina, serina y treonina 7/33 0.548 0.0000 0.0003 | 0.0000
Fenilalanina 1/12 0.423 ns 0.0004 ns Fenilalanina /12 0.423 ns 0.0003 | 0.0004
Azufre 3/15 0.409 0.0009 [ 0.0000 [ 0.0008 |Azufre 3/15 0.409 0.0192 0.0075 | 0.0018
Galactosa 727 0.294 0.0016 | 0.0000 | 0.0004 |Biosintesis de arginina 7/18 0.392 0.0000 0.0008 | 0.0043
Beta-alanina 3/18 0.254 0.0029 | 0.0013 ns Almidon y sacarosa 3/22 0.324 0.0000 0.0000 | 0.0000
Biosintesis de pantotenato y CoA 2/25 0.253 0.0026 | 0.0471 [ 0.0018 |Glioxilato y dicarboxilato 729 0.275 0.0001 | 0.0005 | 0.0003
Glioxilato y dicarboxilato 529 0230 | 0.0007 | 0.0001 | 0.0004 |Galactosa 717 0268 | 0.0000 | 0.0002 | 0.0006
Almidon y sacarosa 2/22 0.189 0.0002 | 0.0002 [ 0.0015 |[Beta-alanina 4/18 0.254 ns 0.0007 | 0.0006
Arginina v prolina 332 0.176 0.0282 [ 0.0428 | 0.0007 |Biosintesis de pantotenato y CoA 325 0.253 ns ns 0.0005
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Figura 2 - Perfil temporal, obtenido tras anélisis MEBA, de metabolitos relacionados con procesos de fotorrespiracion en (A) la
parte aérea y (B) la raiz de plantulas de Arabidopsis tratadas con chalcona O pM (control) y 35 pM durante 3,10 y 20
horas. Las lineas de color rojo indican el control y las de color verde el tratamiento.
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como la disminucién de fumarato, acido succinico,
glutamina, 4cido glutdmico y GABA (excepto raiz
10h) sugieren una posible reduccion del ciclo de
Krebs debido al tratamiento con chalcona.

A las 3 h de tratamiento con chalcona se produjo
en la parte aérea una disminucién de glicina, se-
rina, glicerato, glutamato y glutamina, indicando
una posible disminucién de la fotorrespiracion (Fi-
gura 2A). A las 10 y 20 h se produjo un aumento
de serina y glicerato por encima del control, sugi-
riendo una activacion de la sintesis de serina por
la via del glicerato, quizas en compensacion de la
inhibicién de la via fosforilativa. También a las 3
h de tratamiento se detecté un fuerte incremen-
to de prolina en la parte aérea, pudiendo ser una
respuesta al estrés inducido por la alteracion de la
fotorrespiracion. En la raiz no se encontraron dife-
rencias significativas en la acumulaciéon de glice-
rato y glutamina; la serina se acumul6 por encima
del control a las 3 y 10 h, y la glicina se incrementé
a las 10 h pero disminuy¢ a las 20 h (Figura 2B).
Estos resultados sugieren una activacion de la bio-
sintesis de serina por la via fosforilativa, ya que la
del glicolato ocurre solo en los cloroplastos, y la
posterior sintesis de glicina a partir de la serina.
La serina podria ser un importante mediador en
las respuestas de las plantas al estrés ambiental, y
varios estudios han mostrado su acumulacién ante
diversos factores estresantes.

Para determinar qué metabolitos son los que mas
se vieron afectados por el tratamiento a lo largo
del tiempo se realizé el andlisis MEBA, que com-
para los perfiles de cada variable a lo largo del

tiempo entre dos condiciones de estudio (chalco-
na 0 y 35 uM) aportando una lista ordenada de los
metabolitos que mas varian de acuerdo con estos
dos factores en funcién del valor T? de Hotelling
obtenido. Asi, los metabolitos con mayor valor T2
de Hotelling son los que mas varian a lo largo del
tiempo y en funcién del tratamiento con chalcona
(Tabla 2). Entre ellos abundan los relacionados con
metabolismo de fenoles, como el pirogalol, el cate-
col, la hidroquinona y el 4cido tereftalico y el acido
protocatéquico. Todos ellos se encontraron reduci-
dos en las plantas tratadas, con excepcion del aci-
do protocatéquico, que aumentd en la parte aérea
a las 3 y 10 h. Ademas, en las raices se encontro6
un aumento del 4cido p-hidroxibenzoico a las 3 y
10 h, y un aumento del 4cido benzoico a las 10 h de
tratamiento.

La biosintesis del acido protocatéquico ocurre en
los plastidios directamente de intermediarios de la
ruta del acido siquimico, mientras que la biosin-
tesis de acidos benzoicos es a partir de interme-
diarios de la ruta de los fenilpropanoides. El acido
siquimico se redujo y la fenilalanina aumento6 en
la parte aérea en los tres tiempos (Figura 3A). En la
raiz la fenilalanina aumento a las 10 h, y el acido
siquimico aumentd a las 3 h y disminuy¢ drasti-
camente a las 20 h, al igual que el acido p-hidroxi-
benzoico (Figura 3B). Estos resultados sugieren
una activacion de la ruta de los fenilpropanoides
en la raiz y de la ruta del siquimato en la parte
aérea (en detrimento de la ruta de los fenilpropa-
noides). Esto es consistente con la inhibicion la en-
zima fenilalanina amoniaco liasa (PAL) (Chen et al.,
2011) en la parte aérea y con la inhibicién de la

Tabla 2 - Valores de T2 de Hotelling de los 10 metabolitos que mas varian a lo largo del tiempo entre el control y el tratamiento

con chalcona en la raiz y parte aérea de Arabidopsis

Raiz Parte aérea
Metabolitos Hotelling-T2 Metabolitos Hotelling-T2
Acido dehidroabiético 356.6 Acido protocatéquico 477.5
Asparagina 261.1 Glucosa 1-fosfato 366.9
Acido 6-hidroxinicotinico 149.2 L-prolina 214.4
L-alanina 128.8 L-alanina 151.9
L-lisina 121.4 Acido dehidroabiético 137.0
Acido tereftélico 121.1 Sacarosa 109.8
Hidroquinona 115.2 L-acido glutdmico 107.5
Glucuronato 101.6 Catecol 105.9
Sarcosina 98.5 Sinigrina 94.5
Pirogalol 98.1 L-glutamina 89.5
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Figura 3 - Perfil temporal, obtenido tras analisis MEBA, de metabolitos relacionados con las rutas del dcido siquimico y de los
fenilpropanoides en (A) la parte aéreay (B) la raiz de plantulas de Arabidopsis tratadas con chalcona O pM (control)
y 35 pM durante 3, 10 y 20 horas. Las lineas de color rojo indican el control y las de color verde el tratamiento.

4-cumarato-CoA ligasa (4CL) (Yun et al., 2005) en la
raiz. De nuevo, el modo de accién de la chalcona se
muestra diferente en las raices y en la parte aérea
de plantulas de Arabidopsis.

CONCLUSIONES

Las alteraciones en la acumulacién de metaboli-
tos son diferentes en la raiz y en la parte aérea de
plantulas de Arabidopsis thaliana ya a las 3 horas
de tratamiento con chalcona, indicando distintos

144 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2024, 47(1): 139-145

modos de accién en cada érgano. Aunque las alte-
raciones metabdlicas detectadas concuerdan con la
inhibicion de los enzimas PAL y 4CL, éstos deben
estar implicados en el modo de accion de la chal-
cona, pero no son su diana molecular. La chalcona
afecta de manera determinante al metabolismo del
carbono y aminodcidos, y es posible que su diana
molecular se encuentre en rutas del metabolismo
central, especialmente las relacionadas con el ciclo
de Krebs y la fotorrespiracion, si bien son necesa-
rios mas estudios para hallarla.
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