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RESUMEN

Amaranthus palmeri es una mala hierba invasora presente en territorio espanol. Se han descrito poblaciones resistentes a
los inhibidores de la ALS y a los de la EPSPS. Se sospecha la presencia de resistencia multiple a los dos modos de accion
en unas mismas poblaciones. En este trabajo se ensaya la respuesta a estos modos de accion (MoA) en de dos poblaciones
de margen de carretera procedentes de Catalunya. En un ensayo dosis respuesta la mayoria de las plantas tratadas con
540 gi.a./ha de glifosato sobrevivia en las dos poblaciones y algunos individuos incluso a la dosis de campo de 1080g/ha.
Tratamientos con dosis tinica con inhibidores de la ALS destacan una alta resistencia a thifensulfuron-metil (6 g a.i. ha)
y baja a imazamox (40 g a.i. ha™) en ambas poblaciones. El mecanismo de resistencia target-site se ha descrito como
la principal causa de supervivencia para las dos poblaciones a los dos modos de accién. Las plantas supervivientes
a glifosato muestran un aumento en el niimero de copias del gen EPSPS y ninguna mutacion en la proteina diana.
Sorprendentemente, las supervivientes a tratamiento con inhibidores de la ALS presentan distintas mutaciones génicas
en la diana de los herbicidas: Pro-197-Ser, Pro-197-Thr, Asp-376-Glu y Trp-574-Leu. Dado el historial de presion de
seleccion y la alta incidencia de mutaciones detectadas, es razonable suponer que ambas poblaciones hayan desarrollado
dicha resistencias ex situ. Este escenario plantea un desafio importante para la agricultura espafiola, ya que supone
una continua introduccién de poblaciones de A. palmeri con resistencia multiple, complicando su manejo en campo.
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ABSTRACT

Amaranthus palmeri is an invasive weed present in Spanish territory. Populations resistant to ALS and EPSPS inhibitors
have been described. It is suspected that the accumulation of multiple resistance to both modes of action (MoA)
within the same population. In this study we evaluate the herbicide responses in two roadside populations of
A.palmeri from Catalonia. In a dose-response essay, most of the plants treated with 540 g a.i./ha of glyphosate survived
in both populations, and some individuals even survived the field dose of 1080 g/ha. Single-dose treatments with
ALS inhibitors reveal high resistance to thifensulfuron-methyl (6 g a.i. ha') and low resistance to imazamox (40 g a.i.
ha') in both populations. Target-site resistance mechanisms are identified as the primary cause of survival for both
modes of action in both populations. Glyphosate survivors show increased EPSPS gene copies but no mutations in the
target protein. Surprisingly, survivors of ALS inhibitor treatment have multiple allelic mutations at codon: Pro-197-Ser,
Pro-197-Thr, Asp-376-Glu, and Trp-574-Leu. Given the selection pressure history and the high incidence of detected
mutations, it is reasonable to assume an ex situ selection of these populations to these MoA. This scenario presents
a significant challenge for Spanish agriculture, indicating the ongoing introduction of A. palmeri populations with
multiple resistance, complicating field management.
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INTRODUCCION

Amaranthus palmeri, S. Watson (A. palmeri) es una
especie de maleza invasora peligrosa, que puede
reducir drasticamente la produccion de cultivos
gracias a su rapido crecimiento, adaptabilidad y
produccion prolifica de semillas (Ehleringer, 1983).
A. palmeri puede acumular rasgos de resistencia a
multiples modo de accion herbicidas, entre ellos
los inhibidores de la ALS y de la EPSPS (Kiipper
et al., 2017). Los inhibidores de ALS son una cla-
se de herbicidas que inhiben la acetolactato sintasa,
una enzima esencial en la biosintesis de los ami-
noacidos de cadena ramificada valina, leucina e
isoleucina (Duggleby et al., 2008). Los inhibidores
de la EPSPS causan la muerte de las plantas al in-
hibir la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sin-
tasa, presente en la ruta de sintesis de los aminoaci-
dos aromaticos: fenilalanina, tirosina y triptéfano
(Grube et al., 2019). En el caso de la ALS la resisten-
cia es debida a mutaciones puntuales en los codo-
nes A122, P197, A205, D376, R377, W574, S653 and
G654 impiden al herbicida de ligarse y interactuar
con el sitio activo de la enzima. Por otro lado, la so-
breexpresion del gen EPSPS es el mecanismo ma-
yormente reportado en esta especie donde la pre-
sencia de un exceso de copias del gen impide que
el herbicida inhiba todas ellas de manera efectiva
(Powles & Yu, 2010). Debido a la continua introduc-
cién de nuevas semillas y a la presion de selecciéon
herbicida que las mismas reciben una vez llegadas,
es probable que existan poblaciones con resisten-
cia multiple a estos dos MoA. En este estudio se
evalta la resistencia a los inhibidores de la ALS y
ESPSP en dos poblaciones espafiolas de A. palmeri
procedentes de margen de carreteras y se caracte-
riza la presencia de mecanismo de resistencia mul-
tiple tanto a nivel de poblaciéon como de plantas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Tres poblaciones de A. palmeri fueron incluidas en
este estudio: dos fueron recolectadas en un margen
de carretera en Montblanc (MB) y en Tarragona
(TA) en el noreste de Espaiia, y una de Carolina del
Norte, EE. UU.,, que se utilizé como control sensi-
ble (WT). Las semillas se recolectaron de diferen-
tes plantas madre, se limpiaron y se almacenaron

a temperatura ambiente hasta que comenzaron los
experimentos.

Tratamiento con inhibidores de la ALS

Las distintas poblaciones se sembraron en turba,
se colocaron en bandejas de aluminio y se culti-
varon en condiciones de invernadero. Después de
cinco dias, se trasplantaron 20 plantulas por pobla-
cién a bandejas de plastico (325 x 265 x 95 cm?) con
un suelo de arcilla, turba y perlita (60%, 20%, 20%)
regandolas diariamente. Al estadio de 4-5 hojas se
trataron con thifensulfuron-metil, THIF (Harmony
50 SX, DuPont™) e imazamox, IMA (Tuareg®,
DuPont™) en dosis recomendadas en campo de
6 g a.i. ha'y 40 g a.i. ha', respectivamente. El di-
sefio experimental fue completamente aleatorio
con dos repeticiones (una bandeja, una repeticion).
Cuatro semanas después de la aplicacion, se de-
termino el porcentaje de plantas sobrevivientes y
se recolectd el material vegetal para los ensayos
moleculares.

Tratamiento Inhibidores de la EPSPS

Las plantas se cultivaron segun se describe en la
seccién anterior con algunas diferencias: duran-
te la etapa de 4-5 hojas, las plantas fueron some-
tidas a tratamiento con glifosato (Roundup®, SC,
360 g i.a./L, Bayer Cropscience) con dosis de: 0,
33.7, 67.5, 135, 270, 540, 1080 g i.a./ha para WT, y
135, 270, 540, 1080, 2160, 4320 g i.a./ha para MB y
TA. Los rango de dosis son diferentes porque el
WT se controla completamente a 540 g i.a./ha, se ve
inuatil afiadir mas dosis. El disefio experimental fue
completamente aleatorio con tres repeticiones (una
bandeja, una repeticion). Cuatro semanas después
de la aplicacion, se determind el porcentaje de
plantas sobrevivientes y se recolectdé el material
vegetal para los ensayos moleculares.

Extraccion de ADN

Se recolectaron muestras frescas de hojas de plan-
tas sobrevivientes a los diferentes herbicidas para
cada poblacion. Todas las muestras se almacena-
ron a -80°C hasta que se extrajo el ADN gendmico
y el extra cromosoémico utilizando el protocolo de
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extraccion con urea (Miriam Gil, UPNA, comuni-
cacion personal). La concentracion y calidad del
ADN se determinaron utilizando un espectrofoto-
metro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Mutaciones en el gen ALS

Las regiones del gen ALS CAD (desde los aminoa-
cidos 124 a 205) y la region BE (desde los aminoaci-
dos 574 a 653) fueron amplificadas con los primers
Ap_3F, Ap_4R y Ap_2F, Ap_2R respectivamente
(Scarabel et al., 2007). Después de la amplificacion,
los productos de PCR fueron purificados y secuen-
ciados. Los resultados fueron visualizados y ali-
neados utilizando Geneious Prime® 2023.2.1.

Mutaciones en el gen EPSPS

La regioén TAP del gen fue amplificada utilizando
los primers EGF y EGR (Gaines et al., 2010) utili-
zando la misma reaccion descrita anteriormente.
Las condiciones de PCR fueron 95°C durante 5
minutos; 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos,
61°C durante 30 segundos, 72°C durante 15 segun-
dos, y una extension final a 72°C durante 5 minu-
tos. Después de la amplificacion, los productos de
PCR fueron purificados y secuenciados. Los resul-
tados fueron visualizados y alineados utilizando
Geneious Prime® 2023.2.1.

Niumero de copias del gen EPSPS

Se realizé una reaccion de gPCR para evaluar el
numero relativo de copias del gen EPSPS y norma-
lizarlo con B-tubulina (Koo et al., 2018) utilizando
los primers: EPSPS_F, EPSPS_R3, p-tubulin_F y
B-tubulin_R y el aumento relativo en el nimero
de copias gendmicas de EPSPS se expres6 como
24Ct (Gaines et al.,, 2010). Cada muestra se evalud
por triplicado.

Resistencia miiltiple a nivel de planta
Para caracterizar los mecanismos de resistencia
multiple a inhibidores de ALS y EPSPS a nivel de

planta, se seleccionaron cinco biotipos de cada
planta madre (total diez plantas por poblacién) que
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sobrevivieron a glifosato y en los cuales se confir-
mo el mecanismo de resistencia. Estos biotipos
seleccionados se utilizaron para la amplificacion
parcial del gen ALS siguiendo el protocolo descrito
anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los bioensayos con herbicidas junto con estudios
moleculares y secuenciacion confirmaron la resis-
tencia multiple a los inhibidores de ALS y EPSPS en
dos poblaciones espafiolas de A. palmeri. Los patro-
nes de resistencia a THIF e IMA fueron similares
en ambas poblaciones, con mayor supervivencia
al primero y muy baja al segundo, indicando la
ausencia de mecanismos de resistencia cruzada.
Se encontraron distintas mutaciones en los codo-
nes: Pro-197-Thr, Asp-376-Glu y Trp-574-Leu (Fi-
gura 1). Estudios de dosis-respuesta con glifosato
mostraron que biotipos resistentes de ambas po-
blaciones sobrevivieron a 540 g i. a/ha del producto
comercial, mientras que el WT fue controlado com-
pletamente. No se encontraron mutaciones en la
secuencia génica de EPSPS. Las pruebas de gPCR
confirmaron que la sobreexpresion del este gen es
el mecanismo primario de resistencia en ambas po-
blaciones, con un nimero mayor de copias entre 39
y 120 respecto a las plantas WT. La sobreexpresion
del gen EPSPS es un mecanismo comun de resis-
tencia al glifosato en A. palmeri (Gaines et al., 2010;
Kiipper et al., 2017, 2018) lo que podria justificar su
supervivencia al glifosato. Diez plantas por pobla-
cién supervivientes a glifosato se han ensayado
para la confirmar la acumulacién de mecanismo
de resistencia multiple a nivel de planta buscan-
do mutaciones en el gen ALS. Se encontraron tres
mutaciones en posiciones Pro-197, Asp-376 y Trp-
574. Sorprendentemente, en Pro-197 se confirma-
ron cuatro sustituciones aminoacidicas: Pro-197-
Thr, Pro-197-Ser, Pro-197-Ala y Pro-197-Ile. Cuatro
plantas presentaban sustitucién de glutamico por
aspartico en el codon Asp-376 y tres con mutacién
en Trp-574 (leucina por triptéfano). En tres biotipos
se encontraron acumulaciones de alelos mutados,
dos con Pro-197-Thr junto con Asp-376-Glu y una
con Pro-197-Thr y Trp-574-Leu. Aunque estudios
previos han reportado la coexistencia de diversas
mutaciones alélicas dentro de una misma pobla-
cién (Kipper et al., 2018; Singh et al., 2019; Mani-
cardi ef al., 2023) nunca se habia reportado antes



la acumulacién de mutaciones ampliamente reco-
nocidas que confieren resistencia a inhibidores de
ALS a nivel de planta en esta especie. Se necesitan
mas estudios para descartar la presencia de even-
tuales mecanismo de resistencia non-target site.
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Aunque faltan estudios genéticos, estos datos su-
gieren el desarrollo inicial de estos mecanismos en
el pais de origen y su posterior selecciéon in situ.
Esta conclusion se respalda con la alta variabilidad
de mutaciones alélicas en el gen ALS.
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Figura 1 - Detalles del cromatograma de las mutaciones de ALS encontradas en este estudio. Se muestran tres secuencias
de las poblaciones TA (TA) y MB (MB) alineadas al genoma de referencia (ApALS). Las mutaciones en los codones
Pro-197, Asp-376 y Trp-574 estan resaltadas. Los cambios de aminoéacidos son: CCC a prolina (197), ACC a serina,
ATC a isoleucina y ACC a treonina; GAT a acido aspartico y GAA a acido glutamico; TGG a triptéfano y TTG a leucina.

El doble pico indica heterocigosis.

CONCLUSIONES

En este estudio se confirma por primera vez la pre-
sencia en Espafia de poblaciones de A. palmeri con
resistencia multiple a los inhibidores de la ALS y
la EPSPS, siendo ademas el primer caso en Europa
para esta especie. También se identificé la presen-
cia de biotipos con multiples mecanismos de resis-
tencia farget-site a ambos MoA.

Dada la presencia de poblaciones resistentes a
multiples mecanismos de accién y sus continuas
introducciones, es fundamental aplicar estrategias
de manejo integrado para contener su expansion
tanto en areas agricolas como en margenes de ca-
rreteras. Reducir la presion de seleccion de herbi-
cidas, utilizando medios de control alternativo, es
crucial para limitar su propagacion en cultivos y
garantizar la eficacia de los productos herbicidas.
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