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Poblaciones resistentes de Amaranthus palmeri a inhibidores de la acetolactato sintasa
(ALS) estan presentes en Espaia e Italia y ponen en riego la produccién de los cultivos
de verano. El origen evolutivo de la resistencia sigue siendo desconocido. Aunque se ha
caracterizado los mecanismo de resistencia herbicida, se desconocen sus origenes evo-
lutivos. En este estudio se ha evaluado la respuesta de once poblaciones de A. palmeri a
los inhibidores de ALS, y se utiliza un método genético basado en estudio de haplotipos
para determinar origen y distribucién de la resistencia. Todas las poblaciones ensayadas
eran resistentes a tifensulfurén-metil (THIF) y imazamox (IMA). La mutacién en el alelo
Trp-574-Leudel gen ALS era la causa principal de la resistencia cruzada en ambos paises.
En dos poblaciones espanolas también se encontraron alelos mutantes en 376-Gluy 197-
Thr. ). Los andlisis genéticos revelaron diferentes grupos que comparten el mismo evento
evolutivo (haplotipos) en cada pais. Las poblaciones espanolas e italianas tienen historias
evolutivas diferentes y los eventos de introduccidén en cada pais son independientes. La
resistenciaalosinhibidoresde ALS se propagd a cortasylargas distancias mediante la dis-
persion de semillas. El mayor numero y diversidad genética entre los haplotipos espanoles
indican invasiones recurrentes.
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Amaranthus palmeri (A. palmeri) S.
Wats es una mala hierba diploide
gue pertenece a la familia de las
Amaranthaceae nativa del desierto
de Sonora y del suroeste de Estados
Unidos (Ehleringer, 1983). Es una es-
pecie invasora en Europa, capaz de
reducir drasticamente la produccion
en los cultivos de verano como maiz
(Zea mays) y soja (Glycine max) gra-
cias a su tamano, alta produccién de
semillas y habilidad para adaptarse a
nuevos habitats (Ward y col., 2013).

Los inhibidores de la Acetolacta-
to sintasa (ALS) son herbicidas co-
munmente utilizados en post-emer-
gencia para controlar malezas de
hoja ancha como A. palmeri (Yu &
Powles, 2014). Estos compuestos
inhiben la actividad enzimatica que
lleva a la sintesis de los aminoacidos
de cadena ramificada valina, leucina
y isoleucina, causando la muerte de
la planta. La resistencia a los inhibi-
dores de la ALS en esta especie esta
causada por mutaciones no sinéni-
mo (SNPs) que llevan a cambios ami-
noacidicos impidiendo al herbicida
de llegar al sito activo de la enzima o
cambiando la conformacion del mis-
mo (Duggleby y col., 2008).

Poblaciones de A. palmeri resistentes
a los inhibidores de la ALS se ha re-
portado en distintos paises de Euro-
pa, entre ellos Espafa y Italia. En Italia
se ha reportado biotipos resistentes a
dosis de campo de THIF y IMA se ha
confirmado la presencia la mutacion
Trp-574-Leu (Milani y col., 2021). En
Espafa, la presencia de A. palmeri se
va extendiendo en el pais, con cuatro
comunidades auténomas afectadas
y nuevas poblaciones resistentes de-
tectadas. Hasta ahora su presencia
e concentra sobre todo en margen
de carretera, donde no hay un histo-
rial de presion de seleccion con este
modo de accion, aunque se ha con-
firmado la presencia de biotipos re-
sistentes a THIF y mutaciones en tres
alelos de la ALS: 197, 376 y 574 (To-
rra y col., 2020). Se ve indispensable
comprender la dinamica de invasion y
la propagacion de alelos resistentes a
ALS en Europa para poder controlar
esta especie de manera eficaz.

El andlisis de haplotipos (un grupo
de variantes genéticas fisicamente
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vinculadas que se heredan juntas) es
una herramienta potente para poder
establecer si una mutacion puntual
compartida entre multiples poblacio-
nes surgié durante un Unico proceso
de seleccion o si aparecio a través de
eventos de mutacion independientes.
Existen muchos protocolos para obte-
ner haplotipos, pero para este estudio
se crearon por secuenciacion Sanger a
partir de productos de PCR alelo-espe-
cifica (AS-PCR) (Rudi y col., 2006)

El objetivo de este estudio es la carac-
terizacion de los patrones de resisten-
cia a THIF e IMA en poblaciones de A.
palmeri de Italia y Espafa, identificar
los mecanismos de resistencia involu-
crados, y analizar la historia evolutiva
de las poblaciones que llevan la mu-
tacion Trp-574-Leu en ALS.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Once poblaciones de A. palmeri (Ta-
bla 1), cuatro de Italia y siete de Espa-
fAa, fueron incluidas en este estudio.
Una poblacion de Carolina del Nor-
te (EE. UU.) se utiliz6 como control
negativo (Chandi y col., 2012). Para
cada poblacion, se recolectaron semi-
llas de al menos 20 plantas hembra
maduras, seleccionadas al azar en
el sitio de muestreo, limpiadas y al-
macenadas a temperatura ambiente
hasta el inicio de los experimentos.

Tratamiento herbicida

Se realizaron bioensayos para deter-
minar la sensibilidad a THIF e IMA,
excepto para IT-1, IT-2 y IT-3, que fue-
ron estudiados previamente (Milani y
col., 2021). Se sembraron en bande-
jas de aluminio con turba (Scarabel y
col., 2007). Al estadio de 4-5 hojas,
las plantas se trataron con THIF (Har-
mony 50 SX, DuPont™, 500 g a.i. 1
kg-1) e IMA (Tuareg®, DuPont™, 40
g a.i. L-1) en dosis recomendadas en
campo de 6 g a.i. ha—1y 40 g a.i.
ha-1, respectivamente. El disefo ex-
perimental fue completamente alea-
torio con dos repeticiones (una ban-
deja, una repeticién y 20 plantas por
bandeja). Cuatro semanas después
de la aplicacion, se determiné el por-
centaje de plantas sobrevivientes y se
recolectd el material vegetal para ex-
traer ADN, estudiar los mecanismos
de resistencia y los haplotipos.

Extraccion de ADN

Se recolectaron muestras frescas de
hojas de plantas sobrevivientes a her-
bicidas para cada poblacion. Todas
las muestras se almacenaron a -20°C
hasta que se extrajo el ADN genémi-
co utilizando el protocolo de bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) adapta-
do para tubos de centrifugacion (Mi-
lani y col., 2021) La concentracién y
calidad del ADN se determinaron uti-
lizando un espectrofotdémetro Nano-
Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Tabla 1. Poblaciones de Amaranthus palmeri incluidas en el estudio.

Aiio de cosecha ID Pais Localidad Provincia Sitio de mostreo
2018 IT-1 Italia | Camposampiero Veneto Soja
2019 IT-2 Italia Curtarolo Veneto Soja
2019 IT-3 Italia Veneto Soja
2020 IT-4 Italia Lonato del Veneto Maiz
Garda
2019 ES-1 Espafna La Portella Cataluna Maiz
2019 ES-2 | Espaia Torrefasneda Extremadura Maiz
2019 ES-3 | Espafa Torrefasneda Extremadura Maiz
2017 ES-4 | Espana 3:21\;?; Catalufia Maiz
2020 ES-5 | Espafa Ulldecona Catalufia Margen de carretera
2016 ES-6 | Espafa Lleida Catalufna Margen de carretera
2016 ES-7 | Espafa Binéfar Aragén Margen de carretera
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Creacion de haplotipos por AS-PCR

Para detectar la mutacion 574-Leu
en ALS y crear las bases de datos
para lo estudio de haplotipos, prime-
ro se llevd a cabo un ensayo CAPS
para seleccionar solo las plantas he-
terocigotas por la mutacion 574-Leu
(Patzoldt & Tranel, 2007). Se extrajo
ADN de plantas que sobrevivieron al
tratamiento con imazamox. Se obtu-
vieron productos de PCR de 1.394
pb utilizando los primers Caps_F1
y 3UTR_R1. Las PCR se llevaron a
cabo siguiendo las condiciones re-
latas por Manicardi y col. (2023).
Después, los productos de PCR se
incubaron 5 pL a 37 °C durante 1
hora con 0.1 pL de Munl (Mfel) (10
U/ul) (Thermo Scientific, Waltham,
US), 9 pL de agua y 1 pL de Buffer
G 10X. Las muestras digeridas se co-
rrieron en un gel de agarosa al 1%:
las muestras no cortadas se conside-
raron como genotipo homocigoto
salvaje (WT), mientras que las mues-
tras cortadas dos veces (dos bandas
de aproximadamente 514 y 880 pb,
respectivamente) se consideraron
como genotipo homocigoto mutan-
te, y las muestras cortadas una vez
(tres bandas de 1.394, 880 y 514
pb, respectivamente) como mutan-
tes heterocigotos 574-Leu/Trp. Las
muestras heterocigotas se amplifica-
ron por AS-PCR, se purificaron y se
secuenciaron por Secuencia Sanger.
Los SNPs se visualizaron con NovoS-
NP. Cada secuencia fue revisada y
editada manualmente y se alinearon
al gen de referencia de Amaranthus
tuberculatus usando MEGAX para
obtener un arbol de Neighbor-Joi-
ning (NJ) (Kumar y col., 2018). Los
archivos se exportaron en formato
NEXUS y se formatearon para incluir
las secuencias de haplotipos, su dis-
tribucion entre poblaciones y la po-
sicion geografica de cada poblacion.
Se utilizd6 PopART para inferir la red
TCS de haplotipos y crear mapas de
diversidad de haplotipos georrefe-
renciados. Las secuencias idénticas
del alineamiento fueron identifica-
das y visualizadas con PopART.

Amplificacion parcial de ALS
Para para amplificar la region ALS

CAD vy detectar eventuales otras mu-
taciones en aminoacidos de Ala122
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Figura 1. Porcentaje de plantas de A. palmeri que sobrevivieron a los tratamientos con tifensulfurén-metil
(THIF, columnas negras) e imazamox (IMA, columnas grises); se muestran los valores medios de los dos
experimentos (réplicas); las barras verticales representan el error estandar. "WT' es la poblacion de refe-
rencia susceptible. Las poblaciones recolectadas en campos de soja se etiquetan en verde, ecn campos
de maiz en amarillo, mientras que las recolectadas en la cuneta se muestran en azul.
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Figura 2. (a) Red de haplotipos ALS TCS obtenida después del analisis de las muestras italianas. Cada
circulo representa un haplotipo diferente, y el tamano del circulo representa la proporciéon de individuos
que portan el mismo haplotipo. Los colores se refieren a diferentes poblaciones. Los circulos negros indican
haplotipos intermedios faltantes (no observados). Los pasos mutacionales se informan entre paréntesis.
(b) Mapa georreferenciado de la diversidad de haplotipos obtenido después del analisis de las muestras
italianas. Cada color corresponde a un haplotipo diferente. La posicion de las poblaciones cercanas se
aproximd para evitar la superposicion de los gréficos circulares; las distancias entre las poblaciones se
indican en kilometros.
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a Arg377 se utilizaron los primers 3F
y 4R. Las condiciones de PCR que se
utilizaron las reportadas por Manicar-
diy col. (2023). Una vez purificados,
los productos de PCR fueron secuen-
ciados por Sanger por BMR Genomics
(Padua, ltalia), visualizados con Finch-
TV 1.4.0 y alineados con MEGA X

Resultados y discusion

Resistencia a los inhibidores de ALS

Siete poblaciones espafiolas y cua-
tros italianas de A. palmeri son re-
sistentes a los inhibidores de ALS
(Figura 1). Una poblacion espafola
tiene la misma susceptibilidad del
WT. Cuatro poblaciones mostraron
resistencia cruzada a ambos herbi-
cidas, y entre ellas, las recolectadas
en campos cultivados (ES-2, ES-3,
ITA-1, ITA-2, ITA-3 y ITA-4) presenta-
ron tasas de supervivencia mas altas
que las prevenientes de margen de
carreteras (ES-5 y ES-6). Esto sugiere
que la presion de seleccion impues-
ta por el uso frecuente de herbicidas
en los cultivos aumenta la frecuencia
de plantas resistentes de A. palmeri.
Las otras tres poblaciones resistentes
(ES-1, ES-4 y ES-7) se caracterizaron
por una alta tasa de supervivencia a
THIF y baja a IMA, indicando la pre-
sencia de plantas resistentes a THIF
ademas de las plantas con resisten-
cia cruzada. Los diferentes perfiles
de resistencia observados entre las
poblaciones coinciden con las muta-
ciones detectadas en el sitio objetivo.
La mutacion Trp-574-Leu se encontré
en casi todas las poblaciones excep-
to en una (ES-6). En las poblaciones
italianas fue el Unico mecanismo de
resistencia encontrado. En las espa-
fiolas se rescontraron dos mutaciones
maés: Pro-197-Thr y Asp-376-Glu (ES-
1y ES-4), esta Ultima se reporta por
primera vez en poblaciones europeas
de A. palmeri. La seleccién de pobla-
ciones de A. palmeri en Espafia que
albergan diferentes alelos mutantes
de ALS debe estar relacionada con los
diversos contextos ambientales en los
gue fueron recolectadas.

Origen y difusion de los haplotipos
574-leu

En las poblaciones espafiolas se ob-
servaron dos patrones de disper-
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sion: un patrén de dispersion a cor-
ta distancia y otro a larga distancia.
La presencia del mismo haplotipo
dentro de poblaciones localizadas a
una distancia corta de aproximada-
mente 30 km puede explicarse por
la dispersion de semillas mediada por
magquinaria agricola. Este es el caso
de las poblaciones italianas y de las
espafiolas ES-1 y ES-4. La dispersion
de semillas mediada por maquinaria
agricola no es factible para la disper-
sién a larga distancia observada en
las poblaciones italianas IT-1 y IT-2 y
por las espafiolas ES-1y ES-3, 0 ES-2
y ES-4. Es poco probable que la mis-
ma mutacién haya evolucionado de
manera independiente en haploti-
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pos WT idénticos, al menos para las
poblaciones europeas de A. palmeri
descritas aqui. Esto se debe a que
A. palmeri no es nativa de Europa
y principalmente se reporta como
una especie exotica ocasional fuera
del habitat agricola, con poblacio-
nes normalmente muy pequenas en
comparacion con su area de distribu-
cion nativa. Ademas, no hay historial
de presion de seleccion de herbicidas
sobre esta especie en el continente.
La alta diversidad observada entre
poblaciones muy cercanas respalda
la hipdtesis de una introduccién inde-
pendiente y repetida de biotipos re-
sistentes desde fuera de Espana. Por
ejemplo, ES-2 y ES-3 recolectadas en
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Figura 3. (a) La red de haplotipos ALS TCS se obtuvo después del analisis de muestras espafolas. Cada
circulo representa un haplotipo diferente, y el tamano del circulo representa la proporcién de individuos
que portan el mismo haplotipo. Los colores se refieren a diferentes poblaciones. Los circulos negros indican
haplotipos intermedios faltantes (no observados). Los pasos mutacionales se informan entre paréntesis.
(b) Mapa georreferenciado de la diversidad de haplotipos obtenido después del analisis de muestras
espanolas. Cada color corresponde a un haplotipo diferente. La posicion de las poblaciones cercanas
se aproximé para evitar la superposicion de los graficos circulares; las distancias entre las poblaciones
resistentes se indican en kilometros. Las poblaciones ES-2 y ES-3 se recolectaron de campos diferentes
dentro de un radio de menos de 5 km.
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la misma area (menos de un radio de
5 km) mostraron haplotipos diferen-
tes, mientras que ES-5 y ES-6 com-
parten un Unico haplotipo mutante.
Dado que A. palmeri es una especie
de polinizacién cruzada, se esperaba
que las secuencias obtenidas por AS-
PCR de 574-Trp fueran genéticamen-
te muy diferentes. En cambio, resulta-
ron ser bastante conservadas.

Conclusiones

Por primera vez, se estudia la base
genética y la historia evolutiva de la
resistencia a herbicidas inhibidores de
ALS en A. palmeri en Europa. Nues-
tros datos revelaron que la resistencia
depende un solo alelo mutante ALS
en ltalia (574-Leu), y a tres alelos mu-
tantes distintos en Espafa (197-Thr,
376-Glu, 574-Leu). Se requieren in-

vestigaciones adicionales para detec-
tar posibles otros mecanismos.

Los analisis genéticos revelaron que
las poblaciones de A. palmeri resis-
tentes a ALS fueron introducidas de
manera independiente en ltalia y
Espafa, lo que result6 en diferentes
haplotipos en ambos paises. Se su-
pone que maquinaria agricola y ma-
terial contaminado de piensos causa-
ron la dispersion de semillas a corta
y larga distancia, respectivamente.
Dada la alta tasa de supervivencia
de las semillas de Amaranthus a la
digestién animal, se recomienda una
evaluacion cuidadosa de fuentes
economicas de alimento animal si
el cultivo fuente es susceptible a in-
festaciones. El método de haplotipo
propuesto en este estudio ofrece un
enfoque rentable para determinar

posibles conexiones genéticas entre
poblaciones recién descubiertas y
aquellas conocidas previamente.

Dado que A. palmeri es altamen-
te invasivo, es crucial implementar
estrategias de manejo efectivas en
ambos palises para limitar su esta-
blecimiento. Esto incluye tomar pre-
cauciones especiales para prevenir la
introduccién de A. palmeri a través
de granos contaminados o alimento
animal, y llevar a cabo un monitoreo
preciso para erradicar rapidamente
las plantas y prevenir su prolifera-
cion. El reciente descubrimiento de
biotipos resistentes al glifosato en los
margenes de carreteras en Espafa
enfatiza la importancia de adoptar
tacticas integradas de control de ma-
lezas para reducir la presion de selec-
cion de herbicidas.
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