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RESUMEN

El amplio uso de herbicidas ha contribuido a la evolucién de la resistencia en muchas especies de malas hierbas,
entre ellas Digitaria sanguinalis (DIGSA) una graminea importante como arvense que presenta biotipos resistentes a
herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa (ALS). En el marco de la dinamica eco-evolutiva en los agroecosistemas
esimportante prestar atencion a las interacciones ecoldgicas, como por ejemplo las que se dan entre plantas y patdgenos,
puesto que podrian afectar de forma distinta a biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a herbicidas. Una de estas
interacciones bidticas es la que se establece entre DIGSA y Ustilago syntherismae, hongo cuya infeccién puede llegar a
evitar la produccion de semilla en las plantas. Se ha llevado a cabo un experimento en el que se han puesto en contacto
teliésporas del hongo con semillas de biotipos R y S de DIGSA, aplicando vacio, con el fin de evaluar su infeccién
por el hongo. Las semillas germinaron en placas de Petri a 20°C 12h oscuridad / 30°C 12h luz y las plantulas fueron
analizadas 10 dias después. Se transparentaron, tifieron y observaron al microscopio 6ptico para detectar la infeccion
sistémica. La proporcién de plantulas infectadas se sometié a un analisis estadistico. Los resultados mostraron que el
porcentaje medio de infeccion fue significativamente mayor en el biotipo R (98,4 %) que en el S (93,7 %). Son necesarios
mas estudios para evaluar la posibilidad de que la resistencia al herbicida pueda penalizar la aptitud bioldgica en la
interaccion planta-patégeno.
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ABSTRACT

The widespread use of herbicides has contributed to the evolution of resistance in many weed species, including
Digitaria sanguinalis (DIGSA), a grass important as weed that presents presents biotypes with different resistance
mechanisms to acetolactate synthase (ALS)-inhibiting herbicides. Within the framework of eco-evolutionary dynamics
in agroecosystems, it is important to pay attention to ecological interactions, such as those between plants and
pathogens, since they could affect herbicide-resistant (R) and herbicide-susceptible (S) biotypes differently. One of
these biotic interactions is the one established between DIGSA and Ustilago syntherismae, a fungus whose infection can
prevent seed production in plants. An experiment has been carried out in which teliospores of the fungus have been
placed in contact with seeds of R and S biotypes of DIGSA, applying a vacuum, in order to evaluate their infection by
the fungus. The seeds were germinated in Petri dishes at 20°C 12h darkness / 30°C 12h light. After 10 days, the seedlings
were cleared, stained and observed under an optical microscope to detect the systemic infection. The proportion of
infected seedlings was subjected to statistical analysis. The results showed that the mean percentage of infection was
significantly higher in the R biotype (98.4%) than in the S biotype (93.7%). Further studies are necessary to evaluate the
possibility that herbicide resistance may have fitness costs in the plant-pathogen interaction.
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INTRODUCCION

El amplio y exitoso uso de herbicidas sintéticos du-
rante los altimos 70 afios ha supuesto una intensa
presién de seleccion que ha conllevado que cientos
de especies de malas hierbas presenten resistencia
(Gaines et al., 2020). De hecho, en la actualidad se
conocen malas hierbas resistentes a los principa-
les modos de accién de los herbicidas (Délye et al.,
2013). Digitaria sanguinalis (L.) Scop. es una mala
hierba cosmopolita muy frecuente en cultivos de
verano, de la cual se conocen varias poblaciones
resistentes a herbicidas (Aceres-Berazain, 2022).

Las interacciones bidticas que se establecen entre
plantas y patdgenos o insectos fitofagos represen-
tan un escenario interesante para poder estudiar el
fenémeno de la resistencia a herbicidas desde la di-
namica eco-evolutiva (Cousens & Fournier-Level,
2018), pero son escasos (Vila-Aiub, 2019). Se trata
de dos factores (el organismo patdgeno y los her-
bicidas) que pueden promover cambios en las po-
blaciones de la mala hierba de distinta indole, pero
que, por lo menos en parte, dependeran de la capa-
cidad que tengan las plantas de contrarrestar la en-
trada del hongo y del herbicida. En 2004, en Caldes
de Montbui (Barcelona), se encontraron plantas de
D. sanguinalis que presentaban carbon reempla-
zando las espiguillas; se trata del hongo patdgeno
Ustilago syntherismae (Schwein.) Peck (Mas et al.,
2006), capaz de infectarlas en fase de plantula (Mas
& Verdu, 2014).

El objetivo del trabajo fue conocer y comparar la
susceptibilidad a la infecciéon por el patdégeno U.
syntherismae en plantulas de D. sanguinalis de dos
biotipos distintos, uno susceptible a los herbicidas
inhibidores de la acetolactato sintasa y otro resis-
tente a este tipo de herbicidas.

MATERIALES Y METODOS

La teliésporas de U. syntherismae se obtuvieron en
un experimento realizado en invernadero en vera-
no de 2022 utilizando espiguillas y soros de plan-
tas recolectadas en 2021 en Torre Marimon (Caldes
de Montbui, Barcelona).
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Las espiguillas de DIGSA que se infectaron con
dichas telidsporas se obtuvieron multiplicando
dos biotipos cedidos por Christophe Délye. Inicial-
mente las del biotipo resistente (DIGSA-C008) se
recolectaron en un campo de maiz cerca de Saint
Georges de Pointindoux, al Sur de Nantes (Fran-
cia), y las del biotipo susceptible (DIGSA-SF) de un
campo de soja cerca de Dijon (Francia) (C. Délye,
comunicacion personal).

Las espiguillas y las teliésporas se pusieron en con-
tacto mediante vacio, en una suspension de telios-
poras en solucién nutritiva completa para plantas,
siguiendo el protocolo propuesto por Mas &Verdu
(2014). Se dispusieron en placas de Petri humede-
cidas con la misma suspension de teliésporas a
temperatura ambiente (25°C) en semioscuridad
durante 30h, y posteriormente se colocaron en una
camara en condiciones de 12h a 20°C en oscuridad
/12h a 30°C con luz. A medida que se observo la
protusion de la radicula las semillas germinadas
se transfirieron, en grupos de 20-25, a nuevas pla-
cas de Petri humedecidas con una suspension de
teliésporas preparada con 48h de anterioridad e in-
cubada en las mismas condiciones de temperatura
e iluminacion. Cada una de estas placas constitu-
y6 una unidad experimental. Pasados 10 dias, las
plantulas de transparentaron, se tifieron con azul
de toluidina y se observaron al microscopio 6ptico
siguiendo la metodologia de Mas & Verdu (2014).

Los datos obtenidos fueron el nimero de plantulas
de D. sanguinalis infectadas, con hifas de U. synthe-
rismae visibles en el mesocotilo y/o en el meristemo
apical caulinar, respecto al nimero de plantulas de
cada unidad experimental. Estos datos se analiza-
ron con un modelo lineal generalizado de la dis-
tribucién binomial considerando un solo factor de
variacion: el biotipo de D. sanguinalis. Los parame-
tros se estimaron con la funciéon complementaria
(link) logit por maxima verosimilitud restringida;
el cociente entre la deviancia y los grados de liber-
tad se utilizé para ajustar todos los estadisticos con
el fin de evitar sobredispersién. Las medias esti-
madas de los dos niveles del factor, resistentes a
los inhibidores de la ALS (R) o susceptibles (S) se
compararon con test de Tukey. El procedimiento
GENMOD del paquete estadistico SAS (SAS, 2013)
se empled tanto para conocer la significacion del
factor como para comparar las medias.



RESULTADOS Y DISCUSION

En general el desarrollo de las plantulas, dispuestas
en 34 placas de Petri, fue el adecuado para permi-
tir el procesado y la observacion de 563 plantulas.
En la Figura 1 se muestra el aspecto de una prepa-
racién microscopica de una plantula infectada con
el micelio tenido, en visidon longitudinal. También
son visibles los refuerzos de la pared secundaria
de los vasos xilematicos.
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Figura 1 - Aspecto microscépico de las hifas de Ustilago syn-
therismae, tefiidas intensamente, orientadas pa-
ralelamente a los vasos xilematicos con refuerzos
anillados y espiralados de lignina, en una plantula
de Digitaria sanguinalis.

El conjunto de las plantulas result6 ser altamen-
te susceptible a la infeccién por U. syntherismae en
las condiciones empleadas, extremadamente favo-
rables para el hongo. Sélo 21 de las 563 plantulas
observadas no presentaban hifas. El porcentaje de
plantulas infectadas obtenido super6 en un 43%

al encontrado por Mas & Verdu (2014) siguiendo
el mismo protocolo de inoculacién, crecimiento
y procesado de plantulas, realizado con semillas
y teliésporas recolectadas en Torre Marimon en
2009. En la Tabla 1 se muestran los parametros del
analisis estadistico de la proporcién de plantulas
infectadas.

El factor biotipo fue muy significativo y las medias
estimadas de los dos niveles del factor, Ry S, se se-
pararon significativamente (P<0.05) a pesar de ser
similares.

De los resultados obtenidos destaca la elevada pro-
porcién de plantulas infectadas, algo prometedor
de cara a un posible control bioldgico de estas po-
blaciones. La poblacion resistente a los herbicidas
inhibidores de la ALS (R, DIGSA-C008) se infecto,
en promedio, un 6% mas que el biotipo susceptible
a estos herbicidas, por lo que no puede descartarse
que la mencionada resistencia reduzca la capaci-
dad reproductiva (fitness) de ese biotipo si entra en
contacto con el hongo.

Que una planta esté infectada es el primer paso
para que el hongo transforme las inflorescencias
en soros que contengan telidsporas, pero no en to-
das las plantas la esterilizacion es completa, puesto
que se conocen fenotipos que producen teliésporas
y espiguillas y también plantas infectadas asinto-
maticas (Mas & Verdu, 2020). Por lo tanto, son ne-
cesarios experimentos que incluyan el desarrollo
de plantas reproductivas para completar la evalua-
cién de la penalizacion en la aptitud biologica que
pueda comportar la resistencia al herbicida en pre-
sencia del patdgeno.

Tabla 1 - Anélisis de la proporcion de plantulas de Digitaria sanguinalis infectadas por Ustilago syntherismae contemplando
el biotipo de D. sanguinalis como fuente de variacién, en la parte superior de la tabla. Estimacién de las medias de
los dos niveles del factor: R: biotipo resistente a los herbicidas inhibidores de la ALS, y S: biotipo susceptible a los

mismos herbicidas, en la parte inferior de la tabla

Fuente de variacion g.l. del numerador g.l. del denominador Valor F P>F Chi-q P > Chi-q
Biotipo 1 32 7.54 0.0098 7.54 0.0060
Niveles Media Intervalo de confianza a P=0.05
R 0.9839 A (0.9590, 0.9938)
S 0.9365B (0.8948, 0.9624)

Medias seguidas de la misma letra no se consideran diferentes segtn el test de Tukey a P<0.05.
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CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

Las plantulas del biotipo resistente a los herbici-  Este trabajo ha sido financiado por la Agencia Es-
das se infectaron, por término medio, un 6% mas tatal de Investigacion, PID2022-1369200R-C43/AEI/
que las plantulas del biotipo susceptible. Es posi-  10.13039/501100011033/FEDER, UE

ble, pues, que la aptitud reproductiva del biotipo

resistente se vea penalizada en la interaccion con

el patégeno.
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