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R E S U M E N

Poblaciones resistentes de Amaranthus palmeri a inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS) están presentes en España e 
Italia, pero el origen evolutivo de la resistencia sigue siendo desconocido. En este estudio se evalúa la respuesta de once 
poblaciones de A. palmeri a los inhibidores de ALS, y se utiliza un método genético basado en haplotipos para estudiar 
origen y distribución de la resistencia. Todas las poblaciones eran resistentes a tifensulfurón-metil (THIF) y imazamox 
(IMA). La mutación en el alelo Trp-574-Leu del gen ALS era la causa principal de la resistencia cruzada en ambos países. 
En dos poblaciones españolas también se encontraron alelos mutantes en 376-Glu y 197-Thr. Los análisis genéticos 
revelaron la presencia de siete haplotipos distintos en las poblaciones española y dos en las italianas. Ninguno haplotipo 
era común a ambos países. Las poblaciones resistentes a ALS fueron introducidas en Italia y España desde fuera de 
Europa. Sus historias evolutivas son diferentes y los eventos de introducción son independientes. La resistencia a los 
inhibidores de ALS se propagó a cortas y largas distancias mediante la dispersión de semillas. El mayor número y 
diversidad genética entre los haplotipos españolas indican invasiones recurrentes. 
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A B S T R A C T

Resistant populations of Amaranthus palmeri to acetolactate synthase (ALS) inhibitors are present in Spain and Italy, but 
the evolutionary origin of resistance remains unknown. This study assesses the response of eleven populations of A. 
palmeri to ALS inhibitors and employs a haplotype-based genetic method to investigate the origin and distribution of 
resistance. All populations were resistant to thifensulfuron-methyl (THIF) and imazamox (IMA). The mutation in the 
Trp-574-Leu allele of the ALS gene was the primary cause of cross-resistance in both countries. Mutant alleles at 376-
Glu and 197-Thr were also found in two Spanish populations. Genetic analyses revealed the presence of seven distinct 
haplotypes in the Spanish populations and three in the Italian ones. No haplotype was common to both countries. ALS-
resistant populations were introduced to Italy and Spain from outside Europe. Their evolutionary histories differ, and 
the introduction events are independent. Resistance to ALS inhibitors spread over short and long distances through 
seed dispersal. The higher number and genetic diversity among Spanish haplotypes indicate recurrent invasions.
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INTRODUCCIÓN

Amaranthus palmeri (A. palmeri) S. Wats, es una ma-
la hierba diploide que pertenece a la familia de las 
Amaranthaceae nativa del desierto de Sonora y 
del suroeste de Estados Unidos (Ehleringer, 1983). 
Es una especie invasora en Europa, capaz de redu-
cir drásticamente la producción en los cultivos de 
verano como maíz (Zea mays) y soja (Glycine max) 
gracias a su tamaño, alta producción de semillas y 
habilidad para adaptarse a nuevos hábitats (Ward 
et al., 2013).

Los inhibidores de la Acetolactato sintasa (ALS) son 
herbicidas comúnmente utilizados en post-emer-
gencia para controlar malezas de hoja ancha como 
A. palmeri (Yu & Powles, 2014). Estos compuestos 
inhiben la actividad enzimática que lleva a la sín-
tesis de los aminoácidos de cadena ramificada va-
lina, leucina y isoleucina, causando la muerte de la 
planta. La resistencia a los inhibidores de la ALS en 
esta especie está causada por mutaciones no sinó-
nimo (SNPs) que llevan a cambios aminoacídicos 
impidiendo al herbicida de llegar al sito activo de 
la enzima o cambiando la conformación del mismo 
(Duggleby et al., 2008).

Poblaciones de A. palmeri resistentes a los inhibi-
dores de la ALS se ha reportado en distintos países 
de Europa, entre ellos España y Italia. En Italia se 
ha reportado biotipos resistentes a dosis de campo 
de THIF y IMA se ha confirmado la presencia la 
mutación Trp-574-Leu (Milani et al., 2021). En Espa-
ña la presencia de A. palmeri se va extendiendo en 
el país, con cuatro comunidades autónomas afec-
tadas y nuevas poblaciones resistentes detectadas. 
Hasta ahora su presencia e concentra sobre todo 
en margen de carretera donde no hay un historial 
de presión de selección con este modo de acción 
aunque se ha confirmado la presencia de biotipos 
resistentes a THIF y mutaciones en tres alelos de la 
ALS: 197, 376 y 574 (Torra et al., 2020). Se ve indis-
pensable comprender la dinámica de invasión y la 
propagación de alelos resistentes a ALS en Europa 
para poder controlar esta especie de manera eficaz. 

El análisis de haplotipos (un grupo de variantes 
genéticas físicamente vinculadas que se heredan 
juntas), es una herramienta potente para poder es-
tablecer si una mutación puntual compartida entre 

múltiples poblaciones surgió durante un único 
proceso de selección y o si apareció a través de 
eventos de mutación independientes. Existen mu-
chos protocolos para obtener haplotipos, pero para 
este estudio se crearon por secuenciación Sanger 
a partir de productos de PCR alelo-especifica (AS-
PCR) (Rudi et al., 2006).

En este estudio, investigamos: (i) los patrones de 
resistencia a THIF e IMA en poblaciones de A. pal-
meri de Italia y España, (ii) los mecanismos de re-
sistencia involucrados, y (iii) la historia evolutiva 
de las poblaciones que llevan la mutación Trp-574-
Leu en ALS.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Trece poblaciones de A. palmeri, cuatro de Italia y 
ocho de España, fueron incluidas en este estudio. 
Una población de Carolina del Norte (EE. UU.) se 
utilizó como control negativo (Chandi et al., 2012). 
Para cada población, se recolectaron semillas de al 
menos 20 plantas hembra maduras, seleccionadas 
al azar en el sitio de muestreo, limpiadas y alma-
cenadas a temperatura ambiente hasta el inicio de 
los experimentos.

Tratamiento herbicida 

Se realizaron bioensayos para determinar la sensi-
bilidad a THIF e IMA, excepto para IT-1, IT-2 y IT-3, 
que fueron estudiados previamente. Las plántulas 
se cultivaron como se describe en estudios anterio-
res (Scarabel et al., 2007). Al estadio de 4-5 hojas, las 
plantas se trataron con THIF (Harmony 50 SX, Du-
Pont™, 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-1 y 40 g a.i. ha-1, respectivamente. El dise-
ño experimental fue completamente aleatorio con 
dos repeticiones (una bandeja, una repetición y 20 
plantas por bandeja). Cuatro semanas después de 
la aplicación, se determinó el porcentaje de plan-
tas sobrevivientes y se recolectó el material vegetal 
para extraer ADN, estudiar los mecanismos de re-
sistencia y los haplotipos.
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Extracción de ADN

Se recolectaron muestras frescas de hojas de plan-
tas sobrevivientes a herbicidas para cada población. 
Todas las muestras se almacenaron a -20°C hasta 
que se extrajo el ADN genómico utilizando el pro-
tocolo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) 
adaptado para tubos de centrifugación (Milani 
et al., 2021). La concentración y calidad del ADN se 
determinaron utilizando un espectrofotómetro 
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Creación de haplotipos por AS-PCR 

Para detectar la mutación 574-Leu en ALS y crear 
las bases de datos para lo estudio de haplotipos, 
primero se llevó a cabo un ensayo CAPS para se-
leccionar solo las plantas heterocigotas por la mu-
tación 574-Leu (Patzoldt & Tranel, 2007). Se extrajo 
ADN de plantas que sobrevivieron al tratamiento 
con imazamox. Se obtuvieron productos de PCR de 
1.394 pb utilizando los primers Caps_F1 y 3UTR_
R1. Las PCR se llevaron a cabo siguiendo las condi-
ciones relatas por Manicardi et al. (2023). Después, 
los productos de PCR se incubaron 5 μL a 37 °C  
durante 1 hora con 0.1 μL de MunI (MfeI) (10 U/μL) 
(Thermo Scientific, Waltham, US), 9 μL de agua y 
1 μL de Buffer G 10X. Las muestras digeridas se 
corrieron en un gel de agarosa al 1%: las muestras 
no cortadas se consideraron como genotipo homo-
cigoto salvaje (WT), mientras que las muestras cor-
tadas dos veces (dos bandas de aproximadamen-
te 514 y 880 pb, respectivamente) se consideraron 
como genotipo homocigoto mutante, y las mues-
tras cortadas una vez (tres bandas de 1.394, 880 y  
514 pb, respectivamente) como mutantes heteroci-
gotos 574-Leu/Trp. Las muestras heterocigotas se 
amplificaron por AS-PCR, se purificaron y Se se-
cuenciaron por Secuencia Sanger. Los SNPs se vi-
sualizaron con NovoSNP. Cada secuencia fue revi-
sada y editada manualmente y se alinearon al gen 
de referencia de Amaranthus tuberculatus usando 
MEGAX para obtener un árbol de Neighbor-Joi-
ning (NJ) (Kumar et al., 2018). Los archivos se ex-
portaron en formato NEXUS y se formatearon para 
incluir las secuencias de haplotipos, su distribu-
ción entre poblaciones y la posición geográfica de 
cada población. Se utilizó PopART para inferir la 
red TCS de haplotipos y crear mapas de diversidad 
de haplotipos georreferenciados. Las secuencias 

idénticas del alineamiento fueron identificadas y 
visualizadas con PopART. 

Amplificación parcial de ALS

Para para amplificar la región ALS CAD y detec-
tar eventuales otras mutaciones en aminoácidos 
de Ala122 a Arg377 se utilizaron los primers 3F y 
4R. Las condiciones de PCR que se utilizaron las 
reportadas por Manicardi et al. (2023). Una vez pu-
rificados, los productos de PCR fueron secuencia-
dos por Sanger por BMR Genomics (Padua, Italia), 
visualizados con FinchTV 1.4.0 y alineados con 
MEGA X 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Resistencia a los inhibidores de ALS

Siete poblaciones españolas y cuatros italianas de 
A. palmeri son resistentes a los inhibidores de ALS. 
Una población española tiene la misma suscepti-
bilidad del WT. Cuatro poblaciones mostraron re-
sistencia cruzada a ambos herbicidas, y entre ellas, 
las recolectadas en campos cultivados (ES-2, ES-3, 
ITA-1, ITA-2, ITA-3 y ITA-4) presentaron tasas de 
supervivencia más altas que las prevenientes de 
margen de carreteras (ES-5 y ES-6). Esto sugiere 
que la presión de selección impuesta 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 superviven-
cia a THIF y baja a IMA, indicando la presencia 
de plantas resistentes a THIF además de las plan-
tas con resistencia cruzada. Los diferentes perfiles 
de resistencia observados entre las poblaciones 
coinciden con las mutaciones detectadas en el sitio 
objetivo. La mutación Trp-574-Leu se encontró en 
casi todas las poblaciones excepto en una (ES-6). 
En las poblaciones italianas fue el único mecanis-
mo de resistencia encontrado. En las españolas se 
rescontraron dos mutaciones más: Pro-197-Thr y 
Asp-376-Glu (ES-1 y ES-4), esta última se reporta 
por primera vez en poblaciones europeas de A. pal-
meri. La selección de poblaciones de A. palmeri en 
España que albergan diferentes alelos mutantes de 
ALS debe estar relacionada con los diversos con-
textos ambientales en los que fueron recolectadas.
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Origen y difusión de los haplotipos 574-leu

En las poblaciones españolas se observaron dos 
patrones de dispersión: un patrón de dispersión 
a corta distancia y otro a larga distancia. La pre-
sencia del mismo haplotipo dentro de poblaciones 
localizadas a una distancia corta de aproximada-
mente 30 km puede explicarse por la dispersión 
de semillas mediada por maquinaria agrícola. Es-
te es el caso de las poblaciones italianas y de las 
españolas ES-1 y ES-4. La dispersión de semillas 
mediada por maquinaria agrícola no es factible pa-
ra la dispersión a larga distancia observada en las 
poblaciones italianas IT-1 y IT-2 y por las españolas 
ES-1 y ES-3, o ES-2 y ES-4. Es poco probable que la 
misma mutación haya evolucionado de manera in-
dependiente en haplotipos WT idénticos, al menos 
para las poblaciones europeas de A. palmeri descri-
tas aquí. Esto se debe a que A. palmeri no es nativa 
de Europa y principalmente se reporta como una 
especie exótica ocasional fuera del hábitat agrícola, 
con poblaciones normalmente muy pequeñas en 
comparación con su área de distribución nativa. 
Además, no hay historial de presión de selección 
de herbicidas sobre esta especie en el continente. 
La alta diversidad observada entre poblaciones 
muy cercanas respalda la hipótesis de una intro-
ducción independiente y repetida de biotipos re-
sistentes desde fuera de España. Por ejemplo, ES-2 
y ES-3 recolectadas en la misma área (menos de 
un radio de 5 km) mostraron haplotipos diferen-
tes, mientras que ES-5 y ES-6 comparten un úni-
co haplotipo mutante. Dado que A. palmeri es una 
especie de polinización cruzada, se esperaba que 
las secuencias obtenidas por AS-PCR de 574-Trp 
fueran genéticamente muy diferentes. En cambio, 
resultaron ser bastante conservadas.

CONCLUSIONES

Por primera vez, se estudia la base genética y la 
historia evolutiva de la resistencia a herbicidas in-
hibidores de ALS en A. palmeri en Europa. Nuestros 
datos revelaron que la resistencia está vinculada a 
un solo alelo mutante ALS en Italia (574-Leu), y a 
tres alelos mutantes distintos en España (197-Thr,  
376-Glu, 574-Leu). Se requieren investigaciones adi-
cionales para detectar posibles otros mecanismos.

Los análisis genéticos revelaron que las poblacio-
nes de A. palmeri resistentes a ALS fueron introdu-
cidas de manera independiente en Italia y España, 
lo que resultó en diferentes haplotipos en ambos 
países. Se supone que maquinaria agrícola y ma-
terial contaminado de piensos causaron la disper-
sión de semillas a corta y larga distancia, respecti-
vamente. Dada la alta tasa de supervivencia de las 
semillas de Amaranthus a la digestión animal, se 
recomienda una evaluación cuidadosa de fuentes 
económicas de alimento animal si el cultivo fuente 
es susceptible a infestaciones. El método de haplo-
tipo propuesto en este estudio ofrece un enfoque 
rentable para determinar posibles conexiones ge-
néticas entre poblaciones recién descubiertas y 
aquellas conocidas previamente.

Dado que A. palmeri es altamente invasivo, es cru-
cial implementar estrategias de manejo efectivas 
en ambos países para limitar su establecimiento. 
Esto incluye tomar precauciones especiales para 
prevenir la introducción de A. palmeri a través de 
granos contaminados o alimento animal, y llevar 
a cabo un monitoreo preciso para erradicar rápi-
damente las plantas y prevenir su proliferación. 
El reciente descubrimiento de biotipos resistentes 
al glifosato en los márgenes de carreteras en Es-
paña enfatiza la importancia de adoptar tácticas 
integradas de control de malezas para reducir la 
presión de selección de herbicidas.
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