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G  R A P  HI  C A L   A B S T  R A  C T
1 I ntr o d u cti o n

Br assi c a c e a e  is  a  b ot a ni c  f a  mil y   w hi c h  c o nt ai ns  ar o u n d  of

3, 7 0 9  s p e ci es,  i n cl u di n g  oils e e d  cr o ps,  v e g et a bl es,  a n d    w e e ds

(W ar  wi c k  et  al.,  2 0 0 5   ).  Si n a pis  al b a   L,  als o  k n o  w n  as    w hit e

m ust ar d, is a  di pl oi d ( 2 x  = 2 n  = 2 4)   wil d   m e  m b er  of t his f a  mil y.

T his is a c o  m p etiti v e   w e e d i n c er e al s yst e  ms i n s o ut h  w est S p ai n.

A L S  i n hi biti n g   h er bi ci d es  ar e  fr e q u e ntl y   us e d  f or  s el e cti v e

di c ot yl e d o n o us    w e e d  c o ntr ol  i n  t h es e  c er e al  pr o d u cti o n  ar e as

of  S p ai n, i n cr e asi n g  o v er t h e  p ast  2 0  y e ars t h e r e p orts  of err ati c

c o ntr ol   of  t his  s p e ci es    wit h    A L S-i n hi bit o rs,    m ai nl y    wit h

tri b e n ur o n-  m et h yl  ( T  M)  (R os ari o  et  al.,  2 0 1 1 ;  Cr u z-  Hi p olit o

et  al.,  2 0 1 3 ).

T h e    A L S  e n z y  m e  ( als o   k n o  w n  as  a c et o h y dr o x y  a ci d   or

a c et o h y dr o x y a ci d  s y nt h as e,  a b br.    A  H  A S)   p arti ci p at es  i n  t h e

bi os y nt h esis   p at h  w a y   of  t h e   br a n c h e d  a  mi n o  a ci ds,  v ali n e,

l e u ci n e  a n d  is ol e u ci n e  (S h a n er,  1 9 9 1 ;  D u g gl e b y  et  al.,  2 0 0 8  ).

N o  w a d a ys,  t h er e  ar e  si x  h er bi ci d e  f a  mili es    w hi c h  i n hi bit  t his

e n z y  m e;  t h e   s ulf o n yl u r e a s  ( S  U),  i  mi d a z oli n o n e s  (I   MI),

tri a z ol o p yri  mi di n es  ( T P),   p yrimi di n yl-t hi o b e n z o at es  ( P T b),

s ulf o n a nili d es  ( S  A)  a n d  tri a z oli n o n es  ( S  C T)  ( H e a p,   2 0 2 2  ).

R e c e ntl y, s o  m e  of t h es e  h er bi ci d es  h a v e  b e c o  m e t h e   m ai n t o ols

t o  c o ntr ol    m o n o c ot yl e d o n o us  a n d   di c ot yl e d o n o us    w e e ds  i n

v ari o us  cr o ps  ( Tr a n el  a n d    Wri g ht,  2 0 2 2 ;  N a k k a  et  al.,  2 0 1 7  ;

Ri g o n et al.,  2 0 2 0 ).   R esist a nt   w e e d  p o p ul ati o ns a p p e ar   w h e n t h e

s a  m e h er bi ci d es ar e us e d s e v er al ti  m es a y e ar or s e v er al y e ars.   U p

t o   n o  w,   1 7 0  s p e ci es  ( 1 0 5   di c ots,   6 5    m o n o c ots)   h a v e   b e e n

c o n fi r  m e d  t o   b e  r e si st a nt  t o    A L S  i n hi biti n g   h e r bi ci d e s

(H e a p,  2 0 2 2  ).
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 2
T  w o   gr o u ps   of    m e c h a nis  ms  r es p o nsi bl e   of  r esist a n c e  t o

h er bi ci d es  h as  b ee n  d es cri b e d;    N o n- T ar get  Sit e   R esist a n c e  a n d

T ar get- Sit e    R esist a n c e  (  N T S R  a n d    T S R,  r es p e cti v el y)  (  G ai n es

et  al.,  2 0 2 0 ).   R e g ar di n g   A L S r esist a nc e, t h e   T S R   m e c h a nis  ms  ar e

fr e q u e nt,  es p eci all y  i n  br o a dl e af   w ee ds  (Y u  a n d  P o  wl es,  2 0 1 4 a ;

Tr a nel  et  al.,  2 0 2 2 ).   O n t h e  ot h er  h a n d,   N T S R   m ec h a nis  ms  c a n

r e d u c e  ( d e c r e a s e d  f oli a r   u pt a k e,  t r a n sl o c ati o n,   v a c u ol a r

s e q u estr ati o n  or  e n h a nc e d    m et a b olis  m)  t h e  t o xi c  f or  m  of  t h e

h er bi ci d e  b ef or e r e a c hi n g t he t ar g et sit e. ( Y u  a n d  P o  wl es,  2 0 1 4 b ;

H at a  mi  et  al.,  2 0 1 6  ; Ri g o n  et  al.,  2 0 2 0 ; T orr a  et  al.,  2 0 2 1 a ; T orr a

et  al.,  2 0 2 1 b ).   Of t h es e,  e n h a nc e d   m et a b olis  m is  o n e  of t he   m ost

i  m p ort a nt   m ec h a nis  ms; t his   m a y i n v ol ve t h e e n h a nc e d a cti vit y of

c yt o c hr o  m e   P 4 5 0    m o n o o x y g e n as es  ( P 4 5 0s),   gl ut at hi o n e- S -

tr a nsf er as es  (  G S Ts),   gl u c os yltr a nsf er as es,  a n d    A T P- bi n di n g

c assett e tr a ns p ort ers  ( D e  Pr a d o  et  al.,  2 0 0 5  ; Y as u or  et  al.,  2 0 1 0 ;

G ai n es  et  al.,  2 0 2 0  ;  P al  m a- B a utist a  et  al.,  2 0 2 0 ;  Di  m a a n o  a n d

I  w a k a  mi,  2 0 2 1). S e v er al c as es  of   w e e ds r esist a nt t o   A L S-i n hi bit or

h er bi ci d es  h a v e  b ee n c o n fi r  m e d   wit h   N T S R   m e c h a nis  ms (  m ai nl y

m et a b olis  m) (  Y u a n d  P o  wl es, 2 0 1 4 b ; M ei et al., 2 0 1 7 ; W a n g et al.,

2 0 1 9 ; J u g ul a  m a n d S h y a  m, 2 0 1 9; H a n et al., 2 0 2 1  ; P a n et al., 2 0 2 2 ;

C a o  et  al.,  2 0 2 2 a  ; S he n  et  al.,  2 0 2 2 ; F e n g  et  al.,  2 0 2 2 ; L a n  et  al.,

2 0 2 2 ; Z h a o  et  al.,  2 0 2 2 ).  E n h a nc e d    m et a b olis  m  p arti ci p at es  i n

gr ass  w e e ds  r esist a nt  t o   A L S-  i n hi biti n g  h er bici d es,  b ei n g  r ar el y

d o c u  me nt e d  i n  di c ots   w ee ds  ( H a d a  et  al.,  2 0 2 1  ).   T S R  i n v ol ves

p oi nt    m ut ati o ns  i n  g e n es  t h at  e n c o d e  s pe ci fi c  h er bi ci d e  t ar g et

pr otei ns or o v er e x pressi o n of t h os e g e n es  Y u a n d  P o  wl es, 2 0 1 4 a ;

I  w a k a  mi  et  al.,  2 0 1 7; G ai n es  et  al.,  2 0 2 0  ; P a n oz z o  et  al.,  2 0 2 1 ).

N o  w a d a ys,   o v er  t  w o   d o z e n    w e e d  s p e ci es   h a v e  s h o  w n    T S R

m e c h a nis  ms  r el at e d    wit h    A L S-i n hi bit ors  r esist a nc e  pri n ci p all y
fr o nti er si n. or g
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c h a n ges i n  ni n e  a  mi n o  a ci d  p ositi o ns  of t h e  A L S   g e n e  (  Al a 1 2 2,

Pr o 1 9 7,   Al a 2 0 5,  P he 2 0 6,   As p 3 7 6,   Ar g 3 7 7,   Tr p 5 7 4,  S er 6 5 3,  a n d

Gl y 6 5 4).   Diff er e nt  a  mi n o  a ci d  c h a n g es l e a d t o  diff er e nt l e v els  of

r esist a nc e (Tr a nel et al., 2 0 2 2 ). It is k n o  w n t h at   Al a- 1 2 2- T hr,   Al a-

2 0 5-  V al, or S er- 6 5 3-  As n/ T hr a  mi n o a ci d c h a n ges i n   A L S  us u all y

c a us es r esist a nc e t o I  MI  h er bi ci d es. I n  a d diti o n,  c h a n ges i n  Pr o-

1 9 7 p ositi o n gr a nts hi g h r esist a n c e t o S  U h er bi ci d es.   As p- 3 7 6-  Gl u,

Al a- 2 0 5- P h e  or   Tr p- 5 7 4- Le u  c h a n g es i n   A L S   will  pr o vi d e  br o a d

s pe ctr u  m  r esist a n c e  t o  all  diff er e nt  c h e  mi c al  gr o u ps i n cl u d e d i n

A L S-i n hi biti n g  h er bi ci d es (  C a o et  al.,  2 0 2 2 b ; Tr a nel et  al.,  2 0 2 2 ).

O n t h e ot h er h a n d, j ust o ne c as e of r esist a n c e   w as c o n  fi r  me d   wit h

P h e 2 0 6 L e u  a  mi n o  a ci d  c h a n g e  i n   Ec hi n oc hl o a  cr us- g alli ;  t his

m ut ati o n   c a n   gi v e   r e si st a n c e   t o    p e n o x s ul a  m   (  T P ),

fl u c et o s ulf u r o n   ( S  U)   a n d   fl u c a r b a z o n e -  N a  ( S  C  T)  ( F a n g

et  al.,  2 0 2 2 ).

S o  f ar,  o nl y  t  w o  s p e ci es  of   Si n a pis   s p p.  r esist a nt  t o    A L S

i n hi bit ors  h a v e b e e n d es cri b e d   w orl d  wi d e: S. ar ve nsis ,   w hi c h  h as

b e e n  d et e ct e d i n s e v e n c o u ntri es (  A ustr ali a,   C a n a d a, Ir a n, It al y,

S p ai n,   T ur k e y,  a n d   U nit e d  St at es)  a n d  S.  al b a ,  o nl y  d et e ct e d i n

t  w o    E ur o p e a n  c o u ntri es  (  C y pr us   a n d   S p ai n).  I n  S.   al b a ,

r esist a n c e  t o   T  M is  d u e  t o  a  si n gl e  a  mi n o- a ci d  s u bstit uti o n  of

pr oli n e  b y s eri n e at  p ositi o n  1 9 7 i n t h e  A L S   g e n e; c o n v ers el y, i n

S.  ar ve nsis  s e v er al   m ut ati o ns  h a v e  b e e n f o u n d i n t h e  A L S   g e n e:

T hr 1 2 2,  S er 1 9 7,    Gl u 3 7 6  a n d   L e u 5 7 4,  ( W ar  wi c k  et  al.,  2 0 0 5   ;

C hrist off ers  et  al.,  2 0 0 6  ; Cr u z-  Hi p olit o  et  al.,  2 0 1 3  ; G h er e k hl o o

et  al.,  2 0 1 8 ; K h al e di  et  al.,  2 0 1 9  ; Si n  a n d   K a di o gl u,  2 0 2 1 ).

I n  t h e    m o u nt ai n o us  ar e as  of  s o ut h er n  S p ai n,  t h e  s oils  ar e

s a n d y-l o a  m a n d s h all o  w.   Wi nt ers  h a v e fr e q u e nt r ai nf all a n d l o  w

t e  m p er at ur es ( a b o ut  1 °  C);  h o  w e v er, t e  m p er at ur es ar e   m e di u  m-

hi g h i n s u  m  m er ( b et  w e e n 2 0 t o 3 5 °  C) a n d r ai nf all is i nfr e q u e nt.

Wit h t h es e c h ar a ct eristi cs, c er e al c ulti v ati o n is t h e  o nl y  p ossi bl e

a n n u al  cr o p  f or  t h e  f ar  m ers  i n  t h e  ar e a   T h e  cr o p  r ot ati o n  is

al  m ost  al  w a ys  t h e  s a  m e   wi nt er   w h e at  x  b arl e y  x  a v e n a  s ati v a,

us u all y  s o  w n  i n  l at e    O ct o b er  a n d   h ar v est e d  i n  J u n e   of  t h e

f oll o  wi n g  y e ar.  F or    m or e  t h a n  2 0  y e ars,  t h e  us e  of    T  M  h as
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 3
b e e n t h e   m ost   wi d el y a p pli e d h er bi ci d e i n J a n u ar y f or t h e c o ntr ol

of  di c ot yl e d o n o us   w e e ds.   T h e s el e cti o n  pr ess ur e  e x ert e d  b y   T  M

h as  e n d e d  t h e  e v ol uti o n  of  a  r esist a nt  p o p ul ati o n  of   S.  al b a

c o n fi r  m e d i n  2 0 0 8 i n    M al a g a  (s o ut h  w est  of  S p ai n)  d u e t o   T S R

(Cr u z-  Hi p olit o  et  al,  2 0 1 3  ).   T e n  y e ars l at er, i n  2 0 1 8, f ar  m ers  of

a n e xt e nsi v e ar e a of t h e pr o vi n c e of   Gr a n a d a (s o ut h e ast of S p ai n)

f o u n d   p o p ul ati o ns   of  S.   al b a   n ot  c o ntr oll e d   b y    T   M.    T h e

o bj e cti v es   w er e:  ( 1)  t o  d et er  mi n e  t h e l e v el  of  r esist a n c e  t o   T  M

of t hr e e  s us p e ct e d-r esist a nt  p o p ul ati o ns  of  S.  al b a  ( R 1,   R 2  a n d

R 3) c oll e ct e d fr o  m   wi nt er c er e al  fi el ds i n t h e s o ut h e ast  pr o vi n c e;

( 2) t o  c h ar a ct eri z e t h e   N T S R  a n d   T S R   m e c h a nis  ms i n v ol v e d i n

t h e  r esist a n c e  t o  t his  h er bi ci d e;  a n d  ( 3)  e v al u at e  t h e  r esist a n c e

pr o fi l e  t o  diff er e nt  h er bi ci d es   wit h  alt er n ati v e    m o d es  of  a cti o n

(  M  O  As).   T o g et h er, t h es e d at a   w er e a n al y z e d t o i nf er   w h et h er t h e

S. al b a  r esist a nt p o p ul ati o ns n o  w pr es e nt i n t  w o diff er e nt r e gi o ns

of  s o ut h er n  S p ai n  (s e p ar at e d  b y  a  dist a n c e  of  1 0 0  k  m)  c o  m e

fr o  m a c o  m  m o n f o u n d er e v e nt or l o c al e v ol uti o n of r esist a n c e t o

T  M  h as  h a p p e n e d.
2   M at eri al s  a n d    m et h o d s

2. 1   C h e   mi c al s

F or  t h e   w h ol e  pl a nt  gr e e n h o us e  tri als,  t h e  h er bi ci d es  us e d

w er e t h os e list e d i n   T a bl e 1 . F or   m et a b olis  m a n d e n z y  m e a cti vit y

ass a ys  ( 1 4 C-tri b e n ur o n-  m et h yl,  1 6 6 0  k B q), t e c h ni c al  gr a d e   T  M

as    w ell  as  t h e    T  M  (  m et h yl   2-[[( 4- m et h o x y- 6-  m et h yl- 1, 3, 5-

tri a zi n- 2- yl)-  m et h yl c ar b a  m o yl]s ulf a  m o yl] b e n z o at e)    m et a b olit es

m ets ulf ur o n-  m et h yl  (  M  M)  (  m et h yl   2-[ 4-  m et h o x y- 6-  m et h yl-

1, 3, 5 -t ri a zi n - 2 - yl - c a r b a  m o y l s ulf a  m o yl ] - b e n z o at e )   a n d

h y dr o x yl at e d  m ets ulf ur o n-  m e t h yl  (  O  H-   M   M)  (  m et h yl   2-[ 4-

m et h o x y- 6-  m et h yl- 1, 3, 5-tri a zi n- 2-  y l-  c ar b a  m o yls ulf a  m o yl]- 4-

h y dr o x y b e n z o at e)   w er e  o bt ai n e d  fr o  m   D u P o nt  d e   N e  m o urs   &

C o (  N a  m bs h ei  m,  Fr a n c e).
T A B L E  1     M ai n  c h ar a ct eri sti c s   of t h e   h er bi ci d e s   u s e d i n t hi s  st u d y t o  c o ntr ol  Si n a pi s  al b a.

H e r bi ci d e C o  m p a n y      C o  m  m er ci al   Pr o d u ct M  O  A (  H  R  A  C) Fi el d   D os e ( c c/ g  ai  h a - 1)

Tri b e n ur o n-  m et h yl    N uf ar  m 7 5  %   w/ v,  Pri  m  m a ® S L A L S i n hi bit or/ 2 2 0

2, 4-  D N uf ar  m 6 0  %   w/ v,   U  4 6   D   C o  m pl et ® S L      A u xi n   mi  mi cs/ 4 6 0 0

Cl o p yr ali d C ort e v a 7 2  %   w/ v,  L o ntr el ® W  G      A u xi n   mi  mi cs/ 4 3 0 0

Di c a  m b a S y n g e nt a 4 8  %   w/ v,  B a n v el ® D    W  G      A u xi n   mi  mi cs/ 4 1 4 4

M  C P  A N uf ar  m 4 0  %   w/ v,  Pr o c er   M- 4 0 ® A u xi n   mi  mi cs/ 4 8 0 0

Gl y p h os at e B a y er   Cr o p S ci e n c e     3 6  %   w/ v,   R o u n d u p ® S L     E P S P S i n hi bit or/ 9 1 0 8 0

M etri b u zi n e B a y er   Cr o p S ci e n c e 6 0  %   w/ v,  S e n c or ® S  C P S II i n hi bit or (s eri n e  2 6 4  bi n d er)/ 5 6 0

M es otri o n e F  M  C 1 0   w/ v,  B or d er ® S  C H P P  D i ni bit or/ 2 7 1 5 0

P yr a fl uf e n- et h yl    B el c hi  m 2. 6 5  %   w/ v,   G o z ai ® E  C P P  O i n hi bit or/ 1 4 7

Fl uf e n a c et B el c hi  m 6 0  %   w/ v,   Gl oss et  6 0 0  S  C      V L  C F  As i n hi bit or/ 1 5 2 4 0
fr o nti er si n. or g
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2. 2   Pl a nt    m at eri al

See ds of  S. al b a  pl a nts   wit h s us pecte d resist a nce t o  T  M ( Rs =  R 1,

R 2 a n d  R 3)   were h ar veste d fr o  m cere al pl ots   wit h r ot ati o n of   wi nter

w he at/ b arle y/  A ve n a  s ati v a   l oc ate d i n t he  n ort h  of t he  pr o vi nce  of

Gr a n a d a.  I n  a d diti o n,  it   w as  use d  a  c o ntr ol  p o p ul ati o n  o bt ai ne d

fr o  m  a fi el d  cl ose t o t h ose  pl ots   w here  n o  her bici des   were  a p plie d

(T a ble  2 ).  See ds  pre vi o usl y  sc arifi e d   m a n u all y   were  ger  mi n ate d i n

Petri  dis hes    wit h   fi lter  p a per    m oiste ne d    wit h  distille d    w ater  a n d

pl ace d i n a gr o wt h c h a  m ber.  T he s a  m ples   were   m ai nt ai ne d at 2 8/ 1 8°

C ( d a y/ ni g ht)   wit h  a  p h ot o peri o d  of  1 6  h,  3 0 0   m m ol   m - 2s- 1 fl u x  of

p h ot os y nt hetic  p h ot o ns  a n d  8 0  %  rel ati ve  h u  mi dit y.  T he  see dli n gs

were tr a ns pl a nte d i nt o p ots c o nt ai  ni n g s a n d: pe at i n a 1: 1 ( v/ v) r ati o

a n d   were  pl ace d  i n  a  gree n h o use  a t  2 8/ 1 8°   C  ( d a y/ ni g ht)   wit h  a

p h ot o peri o d  of  1 6  h.
2. 3    W h ol e   pl a nt  a s s a y s

Si n a pis al b a  pl a nts   wit h 3- 4 le a ves   were tre at e d   wit h   T  M usi n g a

b e n c h-t y p e  tr a c k  s pr a y er  ( S B S- 0 6 0    D e    Vri es    M a n uf a ct uri n g,

H oll a n d al e,    M  N,    U nit e d  St at es)  e q ui p p e d    wit h  8 0 0 2    fl at  f a n

n ozzles  a n d  s u p pl yi n g  2 0 0  L  h a -   1 t o  2 5 0   K P a.   T  M   w as  a p plie d

t o:  0,  0. 1 2 5,  0. 2 5,  0. 5,  1,  2,  4 a n d  1 0 g ai  h a - 1 f or t he s usce pti ble ( S)

p o p ul ati o n a n d 0, 5, 1 0, 2 0 ( fi el d  d ose),  4 0,  8 0,  1 6 0,  3 2 0, a n d  6 4 0 g ai

h a - 1 f or t h e  Rs  p o p ul ati o ns.  Te n  pl a nts  were tre ate d  per  d ose,  w hic h

were t a ke n at r a n d o  mize d ass a y. I  m  m e  di at el y aft er a p plic ati o n, t he

pl a nts   were  rel oc ate d i n  t he  gree n h o use  u n der  t he  s a  me  a  m bie nt

c o n diti o ns  descri be d  a b o ve.  F o ur   wee ks  after  a p plic ati o n  (   W  A  A),

n u  m ber  of s ur vi v al  pl a nts   w as rec or d e d a n d c utte d at gr o u n d le vel

a n d drie d at 6 0°   C.   After f o ur d a ys, s a  m ples   were   wei g he d, a n d d at a

of dr y   wei g ht a n d s ur vi v al pl a nt   wer e tr a nsf or  me d i nt o a per c e nt a g e

rel ati v e t o t he u ntr e at e d c o ntr ol t o esti  m ate t he   G R 5 0 ( d ose r e q uire d

t o re d uce t he   wei g ht of t he s h o ots b y 5 0  % t o t he c o ntr ol) a n d  L  D 5 0

( d ose  of  h er bici de  re q uire d t o  kill  a  p o p ul ati o n  of   wee ds  b y  5 0  %)

v al ues.   T he e x peri  me nt   w as r e pe ate d.
2. 4   N o n -t ar g et  sit e r e si st a n c e
m e c h a ni s   m s  st u d y

2. 4. 1   A b s or pti o n  a n d tr a n sl o c ati o n   of  T  M
T his tri al ai  m e d t o  dis cri  mi n at e t h e  diff er e n c e i n a bs or pti o n

a n d  tr a nsl o c ati o n  of   T  M i n  S  a n d   Rs  S.  al b a  pl a nts.   Rs  a n d  S
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 4
pl a nts    w er e  tr e at e d    wit h    T M  s ol uti o n   pr e p ar e d    wit h 1 4 C-

h er bi ci d e    mi x e d    wit h  t h e  c o  m  m er ci al  f or  m ul ati o n   of  t h e

h er bi ci d e  as t h e   m et h o d ol o g y  d es cri b e d i n  Cr u z-  Hi p olit o  et  al.

( 2 0 1 3).   T h e fi n al   T  M  a p pli c ati o n r at e   w as  2 0  g  ai  h a − 1 i n  2 0 0  L

h a − 1 .   T h e s p e cifi c a cti vit y of t h e 1 4 C- T  M s ol uti o n   w as 0. 8 3 4 k B q

m L − 1 .   O n e  dr o p ( 1 m L  pl a nt − 1 )  of t his   mi x-s ol uti o n   w as  a p pli e d

t o t h e a d a xi al s urf a c e  of t h e l e af  b y  usi n g a   mi cr o a p pli c at or  P B-

6 0 0  (  H a  milt o n   C o.,   R e n o    N  V,    U S  A).    All  a p pli e d  pl a nts    w er e

k e pt  u n d er  gr o  wi n g  c o n diti o ns  d es cri b e d  i n  pr e vi o us  s e cti o n.

D at a of a bs or pti o n a n d tr a nsl o c ati o n of   T  M   w as o bt ai n e d at 9 6 h

aft er tr e at  m e nt (  H  A T) f oll o  wi n g t h e   m et h o d ol o g y  d es cri b e d  b y

P al  m a- B a utist a  et  al.,  2 0 2 0 .   Tri b e n ur o n-  m et h yl   m o v e  m e nt   w as

p e rf o r  m e d   o n  t h e  t h r e e   Si n a pis   al b a   p o p ul ati o n s.    T h e

a p pli c ati o n  of 1 4 C- T  M   w as  a p pli e d  u n d er  t h e  s a  m e  c o n diti o ns

as  i n  t h e   pr e vi o us  ass a y.    At   9 6    H  A T   pl a nts    w er e    w as h e d

i n di vi d u all y  a n d   pr ess e d   o nt o  fi lt er   p a p er  f or  t  w o    w e e ks.

Vi s u ali z ati o n    w as   p erf o r  m e d   usi n g   a  st o r e    fi l  m  ( St o r a g e

P h os p h or  S yst e  m)  a n d  a  p h os p h or  i  m a g er    C y cl o n e  ( P er ki n-

El  m er,  P a c k ar d  Bi o S ci e n c e  B  V,   M  A,   U S  A.

2. 4. 2   M et a b oli s   m   of  T  M
A  s c r e e ni n g  t ri al   usi n g   a   c yt o c h r o  m e   p 4 5 0  i n hi bit o r

(  m al at hi o n)    w as  p erf or  m e d  o n  t h e  t hr e e  S.  al b a  p o p ul ati o ns.

Pl a nts  fr o  m  S,   R 1,   R 2  a n d   R 3   w er e  tr e at e d   wit h    m al at hi o n   At

1 0 0 0  g ai  h a - 1 a n d t h e n  dri e d f or  1  h at r o o  m t e  m p er at ur e ( 2 5 °

C).   T h e n   T  M   w as a p pli e d a   fi el d d os e ( 2 0 g i a h a - 1).   T  w e nt y d a ys

aft er, t h e fr es h   w ei g ht   w as  o bt ai n e d  a n d  a n al y z e d t o  d et er  mi n e

t h e r e d u cti o n r es p e ct  u ntr e at e d c o ntr ol.   K n o  w n t h at  n o n-t ar g et

sit e   m e c h a nis  m c o ul d b e  pr es e nt, a   m et a b olis  m ass a y of   T  M   w as

c arri e d   o ut  f oll o  wi n g  t h e    m et h o d ol o g y   d es cri b e d   b y   Cr u z-

Hi p olit o  et  al.  ( 2 0 1 3)  .  F or  t h at,  y o u n g  S  a n d   Rs  pl a nts    w er e

tr e at e d   wit h   mi x  of c o  m  m er ci al   T  M a n d 1 4 C- T  M s ol uti o n ( 2 0  g

ai  h a − 1 i n  2 0 0  L   wit h  a s p e cifi c  a cti vit y  of  0. 8 3 4  k B q  m L − 1 ).   T h e

a p pli c ati o n a n d r e c o v er y  of t h e  u n a bs or b e d 1 4 C- T  M   w er e   m a d e

b y   u si n g  t h e  s a  m e  t e c h ni q u e   a n d    w a s hi n g  s ol uti o n    w a s

p erf or  m e d  at  9 6    H  A T.    M et a b olis  m    w as  e v al u at e d  f oll o  wi n g

t h e    m et h o d ol o g y  d es cri b e d  b y  a n d  G h er e k hl o o  et  al.  ( 2 0 1 8)  .

C hr o  m at o gr a  ms  of  t h e  r a di o a cti v e  ar e as   w er e  o bt ai n e d   wit h  a

r a di os c a n n er ( B ert h ol d  L B  2 8 2 1,    Wil d b al d,   G er  m a n y)  a n d e a c h

pr o d u ct   w as  d et er  mi n e d  b y  c o  m p aris o n   wit h  k n o  w n  st a n d ar ds

(t ri b e n u r o n -  m et h yl;    T   M,   m e t s ulf u r o n -  m et h yl:     M   M,

m ets ulf ur o n  m et h yl- h y dr o x yl at e:   O  H-  M  M  a n d  c o nj u g at e-  M  M).

I n t his e x p eri  m e nt, fi v e  pl a nts fr o  m e a c h  p o p ul ati o n ( Rs  a n d  S)

w er e  us e d  a n d t h e  e x p eri  m e nt   w as r e p e at e d.
T A B L E  2     G e o gr a p hi c al  sit u ati o n   of t h e   S.  al b a  p o p ul ati o n s,  cr o p,   hi st or y   of   h er bi ci d e s  a n d  y e ar s   of  a p pli c ati o n.

P o p ul ati o n Cr o p H er bi ci d es Y e ars  of  a p pli c ati o n C o or di n at es

S N o  cr o p  N o 0 3 7° 0 3  ’5 8. 7 ” N  3° 5 0  ’0 0. 3 ” W

R 1 C er e als T  M/ a u xi ns 2 2/ 5 3 7° 0 3 ’5 5. 6 ” N  3° 4 9  ’1 8. 5 ” W

R 2 C er e als T  M 1 2 3 7° 0 3 ’4 8. 9 ” N  3° 4 9  ’3 4. 4 ” W

R 3 C er e als T  M/ a u xi ns 1 0/ 2 3 7° 0 3 ’4 2. 8 ” N  3° 4 9  ’5 4. 4 ” W
fr o nti er si n. or g
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2. 5  T ar g et - sit e r e si st a n c e    m e c h a ni s   m
st u d y

2. 5. 1   A L S  e n z y   m e  a cti vit y
T o  st u d y  t h e  i n hi biti o n   of    A L S  a cti vit y   b y    T  M  it    w as

f oll o  w e d  t h e    m et h o d ol o g y  d es cri b e d  b y  Cr u z-  Hi p olit o  et  al.,

2 0 1 3 .   A L S   w as  e xtr a ct e d fr o  m  3  g  of l e af tiss u e  of  S  a n d   Rs S.

al b a  pl a nts  at t h e  6 – 8 l e af st a g e.  E n z y  m e  e xtr a ct   w as  us e d f or

m e as uri n g   A L S a cti vit y at s e v er al  d os es  of t e c h ni c al- gr a d e   T  M

( 0, 0. 1, 0. 2, 0. 4, 1, 2, 4 a n d 1 0 n  M) f or S a n d ( 0, 3 1, 2 5, 6 2, 5, 1 2 5,

2 5 0,  5 0 0,  1 0 0 0  a n d  2 0 0 0  n  M)  f or   Rs  p o p ul ati o ns.   T h e    A L S

e n z y  m e   a cti vit y    w a s   c al c ul a t e d   b y    m e a s u ri n g   a c et oi n

pr o d u cti o n  a n d  e x pr essi n g t his  as  a  p er c e nt a g e  of  c o ntr ol ( n o

h er bi ci d e).   T h e c o n c e ntr ati o n  of  h er bi ci d e  n e c ess ar y t o r e d u c e

A L S   a cti vit y   b y   5 0  %  (I 5 0 )    w a s   c al c ul at e d.    T h e   p r ot ei n

c o n c e nt r ati o n   of  t h e   c r u d e   e xt r a ct    w a s    m e a s u r e d   u si n g

Br a df or d ( Br a df or d,  1 9 7 6 ).

2. 5. 2  A L S   g e n e  s e q u e n c e
T hr e e t o f o ur l e af-st a g e   Rs  a n d  S  p o p ul ati o ns  of   S.  al b a  w er e

tr e at e d   wit h 2 0 g i a h a- 1 of   T  M. B ef or e t h e tr e at  m e nt, pl a nt   m at eri al

w as c oll e ct e d fr o  m  1 0 i n di vi d u al  pl a nts fr o  m e a c h  p o p ul ati o n a n d

l y o p hili z e d.    Aft er  a  f e  w   d a ys,  all   pl a nts  g e n o  mi c    D  N  A    w as

e xtr a ct e d  b y   usi n g  a   pl a nt    D  N  A  e xtr a cti o n  kit  ( BI  O T  O  O L S,

B  &  M   L a bs  S.  A)  f oll o wi n g  t he    m a n uf a ct ur er ’s   pr ot oc ol.    T hr ee

p airs  of  pri  m ers    w er e  us e d  t o  a  m plif y  t he  c o nser ve d  d o  m ai n

r e gi o ns   of  t h e  A L S    g e n e  ( T a bl e  3 )  s p a n ni n g  all  t h e   k n o  w n

m ut ati o n  sit es  r e p ort e dl y  c o ntri b uti n g  t o    A L S  r esist a nc e.    T he

g e n e fr a g  m e nts  of   A L S   wer e  a  m pli fi e d fr o  m  e ac h i n di vi d u al  a n d

p uri fi e d   usi n g  t h e   BI  O T  O  O L S    D  N  A   P uri fi c ati o n    Kit.    T h es e

p uri fi e d  g e n e  fr a g  m e nts   w er e  s e nt  t o  S T  A B   VI  D  A  ( htt p://  w  w  w.

st a b vi d a. c o  m) t o  b e s e q u e n c e d   wit h t h e  pri  m ers list e d  a b o v e.   T h e

s e q ue n ci n g  r es ults    w er e  vis u ali z e d  a n d  ali g n e d  usi n g    G e n ei o us

Pri  m e  s oft  w ar e.    Ali g n  m e nt    w as  p erf or  me d  usi n g  as  c o ns e ns us

s e q ue n c e t h e   Ge n e B a n k  a c c essi o n  FJ 6 5 5 8 7 7  of  S.  ar ve nsis .
2. 6   Alt er n ati v e  c h e   mi c al  c o ntr ol

S e v er al h er bi ci d es   w er e us e d t o st u d y   m ulti pl e r esist a n c e a n d

fi n d a n alt er n ati v e c h e  mi c al c o ntr ol. F or t h at, a n e x p eri  m e nt   w as
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 5
c arri e d  o ut i n t h e  gr e e n h o us e  o v er   Rs a n d  S  S.  al b a  p o p ul ati o ns

(T a bl e 1 ).   H er bi ci d es   w er e a p pli e d usi n g a l a b or at or y c h a  m b er as

w as  d es cri b e d  a b o v e,  at f o ur-t o-si x l e a v e st a g e.  F o ur    W  A  A, t h e

n u  m b er  of s ur vi vi n g  pl a nts   w as c o u nt e d, i n a d diti o n, t h e  pl a nts

w er e  c ut  at  gr o u n d l e v el  a n d   w ei g ht t o  o bt ai n t h e fr es h   w ei g ht

(f  w).   T h e  e x p eri  m e nt  h a d  a r a n d o  m  d esi g n   wit h  1 0  pl a nts ( o n e

pl a nt  p er  p ot)  f or  e a c h  h er bi ci d e  d os e.   T h e  e x p eri  m e nts   w er e

c arri e d  o ut t  wi c e (s pri n g  a n d f all).
2. 7  St ati sti c al  a n al y si s

Re g ar di n g d at a fr o  m   w ei g ht r e d u cti o n, pl a nt s ur vi v al, a n d   A L S

e n z y  m e  a cti vit y   w er e  s u bj e ct e d  t o  a  t hr e e- p ar a  m et er  n o n-li n e ar

r e gr essi o n a n al ysis.   T h us, t he d os e of   T  M n e e d e d t o r e d u c e t he dr y

w ei g ht (  G R 5 0 ), c a us e   m ort alit y ( L  D
5 0 ), a n d i n hi bit t h e   A L S a cti vit y

(I5 0 ) b y 5 0  %   w er e esti  m at e d.   T h e l o g-l o gisti c  n o n-li n e ar r e gr essi o n

e q u ati o n ( 1)  us e d   w as t h e f oll o  wi n g:

y  =  d/[ 1  +  b(l o g( x)  –  l o g( e))] ( 1)

W h er e   d  is  t h e   u p p er  as y  m pt ot e,   b  is  t h e  sl o p e  at  t h e

i nfl e cti o n  p oi nt  of  t h e  c ur v e,  a n d  e is  t h e  h er bi ci d e  r at e  at  t h e

i nfl e cti o n  p oi nt;  a n d  x is t h e   T  M  d os e.   T h e r e gr essi o n  a n al ys es

w er e  c o n d u ct e d   usi n g  t h e   p a c k a g e   dr c  f or  t h e  st atisti c al

e n vir o n  m e nt  ( Rit z  a n d  Str ei bi g,  2 0 0 5 ).   R esist a n c e  f a ct ors  ( R F)

w er e  c o  m p ut e d  as   Rs/ S   G R 5 0 ,  L  D5 0 ,  or I5 0 r ati os.

D at a  c o ncer ni n g  t he   u pt a ke,  tr a nsl oc ati o n,  a n d    met a b olis  m

ass a ys   were  s u b  mitte d  t o  a n  a n al ysis  of  v ari a nce  (  A  N  O  V  A)  usi n g

t he  St atisti x ( versi o n  1 0. 0) (  A n al ytic al s oft w are,   U S  A) s oft w are.  T he

re q uire  me nt of h o  m o ge neit y of v ari a nce   w as verifi e d   wit h t he B artlett

test,  a n d t he  n or  m alit y  of t he  d at a   w as  a n al yze d   wit h t he  S h a pir o–

Wil k test.   Differe nces   wit h p < 0. 0 5   were c o nsi dere d si g ni   fi c a nt a n d a

T u ke y ’s test   w as c o n d ucte d t o c o  m p are t he   me a ns  as  necess ar y.
3   R e s ult s

3. 1    W h ol e   pl a nt  a s s a y s

T h e   T  M d os e r e q uir e d t o c o ntr ol t h e   Rs  S. al b a  p o p ul ati o n b y

5 0  % ( L  D 5 0 )   w as  hi g h er t h a n t h e fi el d r e c o  m  m e n d e d  d os e ( 2 0 g ai

h a - 1)  us e d i n c er e al cr o ps i n S p ai n,   w hil e f or t h e S  p o p ul ati o n t his
T A B L E  3     P air   of   pri   m er s   u s e d i n   A L S   g e n e  s e q u e n c e fr o   m f o ur  Si n a pi s  al b a   p o p ul ati o n s.

P ri  m e r  c o d e S e q u e n c e  5 ’-  3’ P  C  R  c o n diti o ns

A L S 3 B a T  C  A R T  A  C T   W  A  G T  G  C  K  A  C  C  A T  C 9 5°- 5   mi n;  9 5°- 3 0 s e c,  5 4°- 3 0 s e c,  7 2°- 1   mi n;  7 2°- 1 0   mi n;  4°  ∞

A L S 3 F G  G R  G  A  A  G  C  C  A T T  C  C T  C  C

P 1 a G  A  A  G  C  C  C T  C  G  A R  C  G T  C  A  A  G  G 9 5°- 5   mi n;  9 5°- 3 0 s e c,  6 0°- 3 0 s e c,  7 2°- 1   mi n;  7 2°- 1 0   mi n;  4°  ∞

P 2 C  A T  A  G  G T T  G   W T  C  C  C  A R T T  A  G

S al F b A T  G  A  A  C T  G  G  G  G  A  G  G T T T  G T  G 9 5°- 5   mi n;  9 5°- 3 0 s e c,  6 0°- 3 0 s e c,  7 2°- 1   mi n;  7 2°- 1 0   mi n;  4°  ∞

S al R G  C  A  A  G  G  C  A T  G  A  A  C  A  A  G  A T T  C
a D esi g n e d  b y   Cr u z-  Hi p olit o  et  al.,  2 0 1 3  ; b D esi g n e d i n t his   w or k.
fr o nti er si n. or g
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d os e   w as b el o  w t h e  fi el d d os e ( d at a n ot s h o  w n). B as e d o n t h e   G R 5 0

v al u es, t h e   R 1,   R 2  a n d   R 3  p o p ul ati o ns   w er e  5 7. 4,  4 6. 5  a n d  5 7. 0

ti  m es   m or e r esist a nt t h a n t h e s  p o p ul ati o n, r es pe cti v el y (T a bl e 4 ).
3. 2   A b s or pti o n  a n d tr a n sl o c ati o n   of  T  M

1 4 C- T  M r e c o v er e d i n   S.  al b a  pl a nts   w as fr o  m  9 4. 2 t o  9 6. 3  %

( d at a  n ot  s h o  w n).   T  M  a bs or pti o n   w as  cl os e t o  5 0  %  at  9 6   H  A T

a n d  n o  si g ni fi c a nt  diff er e n c es   w er e f o u n d  b et  w e e n  p o p ul ati o ns

(Fi g ur e  1  A ).   T h e   m o v e  m e nt  of 1 4 C- T  M fr o  m t h e tr e at e d l e a v es

t o  t h e  s h o ots  a n d  t h e  r o ot  s yst e  m    w as  a b o ut  1 5  %  i n  all  t h e

p o p ul ati o ns  st u di e d.    N o  si g ni fi c a nt  diff er e n c es    w er e  o bs er v e d

b et  w e e n  t h e    Rs  a n d  S   p o p ul ati o ns  9 6    H  A T  ( Fi g ur es  1 B-  D ,

a n d  Fi g ur e  2 ).
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 6
3. 3   M et a b oli s   m   of  T  M

S cr e e ni n g  usi n g    m al at hi o n  as    C yt. P 4 5 0  i n hi bit or  s h o  w n  a

sli g ht  r e d u cti o n  of fr es h   w ei g h  i n   R  p o p ul ati o ns.   As  s h o  w n  i n

Fi g ur e 3 ,   R p o p ul ati o ns h a d diff er e n c es   w h e n   w er e e x p os e d t o   T  M

a n d   T  M pl us   m al at hi o n.   T he a  m o u nt of 1 4 C- T  M d et e ct e d i n t h e S

w as  hi g her t h a n t h at f o u n d i n t he   Rs  pl a nts  at  9 6   H  A T ( 8 5. 2  %).

H o  w e v er,  i n   Rs  p o p ul ati o ns,  t hr e e    m et a b olit es  (  M  M,   O  H-  M  M,

a n d  c o nj u g at e d-  M  M)   w er e  d et e ct e d  ( Fi g ur e  4 )  at  t h at  ti  m e.   N-

d e  m et h yl ati o n of   T  M t o f or  m   M  M ( a cti v e s ulf o n yl ure a h er bici d e)

w as  t h e    mi n or    m et a b olit e  f or  m e d  a n d  r e pres e nte d  o nl y  9. 2  t o

1 3. 0  %  of a p pli e d 1 4 C- T  M i n all  p o p ul ati o ns st u di e d.   T he   T  M a n d

M   M    m et a b olit e s    w e r e  f u rt h e r   d e g r a d e d,    m ai nl y  t h r o u g h

h y dr o x yl ati o n  (  C yt. P 4 5 0    m o n o o x y ge n as e  s yste  m)  of  t h e  p h e n yl

ri n g t o   O  H-  M  M.   T he a  m o u nt  of   O  H-  M  M i n t h e  p o p ul ati o ns   R 1,
A B

DC

FI  G  U  R E  1

P er c e nt a g e   of 1 4 C - T  M  a b s or pti o n   ( A) a n d tr a n sl o c ati o n  ( B–  D)   i n r e si st a nt ( R 1,   R 2  a n d   R 3)  a n d  s u s c e pti bl e ( S)  p o p ul ati o n s   of S.  al b a .   V erti c al  b ar s

r e pr e s e nt   ±  st a n d ar d  err or s   of t h e    m e a n ( n   =  5 x  2).  n s,  n ot  si g ni fi c a nt  diff er e n c e.
T A B L E   4     P ar a   m et er s   of t h e l o g -l o gi sti c   u s e d t o  e sti   m at e   d o s e -r e s p o n s e  c ur v e s (  %   dr y   w ei g ht) i n   p o p ul ati o n s   of   S.  al b a  ( S)  a n d   R t o   T  M.

P o p ul ati o n d d G  R 5 0 p - v al u e R F

S 9 9. 9 0. 9 0. 3 4    ±  0. 0 5 < 0. 0 0 1 –

R 1 1 0 1. 9 1. 5 1 9. 5  ±  2. 3 < 0. 0 0 1 5 7. 4

R 2 1 0 1. 5 1. 3 1 5. 8  ±  1. 3 < 0. 0 0 1 4 6. 5

R 3 1 0 1. 9 1. 4 1 9. 4  ±  2. 1 < 0. 0 0 1 5 7. 0
fr o nti er si n
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R 2  a n d    R 3    w er e  7. 4,  8. 1  a n d  7. 5  hi g h er  t h a n  i n  t h e  S  pl a nt

p o p ul ati o n,  r es pe cti v el y  ( Fi g ur e  2 ).  Fi n all y, t h e t hir d   m et a b olit e,

t h e   M  M- c o nj u g at e,   w as f or  m e d  b y c o nj u g ati o n  of   O  H-  M  M   wit h

c ar b o h y dr ates.   T h e l e v els  of   M  M- c o nj u g at e   w er e v er y  hi g h i n t he

Rs  p o p ul ati o ns  b ut  n ull i n t h e c as e  of t h e  S  p o p ul ati o ns.
3. 4   A L S  e n z y   m e  a cti vit y

T h e s p e ci fi c   A L S  a cti vit y s h o  w e d  n o  diff er e n c es  b et  w e e n   Rs

a n d   S   S.   al b a   pl a nt   p o p ul ati o ns  ( T a bl e   5 ).    B as e d   o n  t h e

c o n c e ntr ati o ns  of  t h e   T  M  n e e d e d  t o  r e d u c e  t h e    A L S  a cti vit y

b y  5 0  % (I 5 0 ) t h e  S ( 0. 3 2 n  M)  p o p ul ati o n   w as  c o nsi d er a bl y   m or e

s e nsiti v e t h a n t h e   Rs  p o p ul ati o ns  3 4 0. 9,  3 3 0. 6 a n d  3 4 5. 1 f or   R 1,

R 2  a n d   R 3, r es p e cti v el y). ( T a bl e  5 ).
3. 5   A L S  g e n e  s e q u e n c e

T hr e e fr a g  m e nts  of t h e   A L S  g e n e   w er e  a  m pli  fi e d fr o  m  e a c h

of  t h e  S  a n d   Rs  pl a nts  a n d  c o  m p ar e d   wit h  t h at  of   S.  ar ve nsis

(  G e n B a n k,   a c c essi o n   FJ 6 5 5 8 7 7).   S e v er al  si n gl e- n u cl e oti d e

p ol y  m or p his  ms   w er e i d e nti fi e d,  b ut  t h e y  di d  n ot  r es ult i n  a n y
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 7
a  mi n o a ci d s u bstit uti o ns.   O n t h e ot h er  h a n d, a si n gl e- n u cl e oti d e

c h a n g e  o c c urr e d i n  a  mi n o a ci d  p ositi o n  3 7 6  (  G  A  C t o   G  A  A) i n

t h e  t hr e e  r esist a nt  S.  al b a   p o p ul ati o ns  ( Fi g ur e  5 ),  gi vi n g  t h e

a  mi n o  a ci d  c h a n g e   As p-  Gl u.
3. 6   Alt er n ati v e  c h e   mi c al  c o ntr ol

B as e d o n t h e r es ults o bt ai n e d,   w e c a n cl assif y t h e eff e ct of t h e

diff er e nt  h er bi ci d es t est e d i nt o t hr e e  gr o u ps:  ( 1) t h e  h er bi ci d es

2, 4-  D a n d   M  C P  A ( a u xi n   mi  mi cs,  p h e n o x y- c ar b o x yli c- a ci ds),  as

w ell as t h e  h er bi ci d es gl y p h os at e ( E P S P S i n hi bit or),   m etri b u zi n e

( P S  II- S eri n e  2 6 4  Bi n d ers)  a n d    m es otri o n e  (  H P P  D  i n hi bit or)

wit h  gr e at  c o ntr ol  ef fi c a ci es  a g ai nst  t h e  pl a nts  pr o d u ci n g  t ot al

m ort alit y  ( 2)  t h e   h er bi ci d es   p yr a  fl uf e n  ( P P  O  i n hi bit or)  a n d

fl uf e n a c et  (  V L  C F  A S  i n hi bit or)  t h at  s h o  w   p h yt ot o xi c  eff e cts

(l oss   of   pi g  m e nts)   d uri n g  t h e  fi rst    w e e k   b ut,  l at er   o n,  t h e

pl a nts  r e c o v er e d  a n d  s h o  w e d  s ur vi v al   p er c e nt a g es  r a n gi n g

fr o  m  4 0  ( p yr afl uf e n)  t o  1 0 0  %  ( fl uf e n a c et),  a n d  ( 3)  h er bi ci d es

cl o p yr ali d  ( a u xi n    mi  mi cs,   p yr i di n e  c ar b o x yli c   a ci ds)   a n d

di c a  m b a  ( a u xi n    mi  mi cs,   b e n z oi c   a ci d s)  t h at  s h o  w e d  l o  w

c o ntr ol  o v er  t h e  S  a n d   Rs  p o p ul ati o ns  of  S.  al b a  i n cl u d e d  i n

t his st u d y (T a bl e  6 ).
FI  G  U  R E  2

Di git al i   m a g e s  a n d 1 4 C -tri b e n ur o n -   m et h yl  vi s u ali z ati o n i n   Si n a pi s  al b a  p o p ul ati o n s ( S,   R 1,   R 2  a n d   R 3).   Arr o  w s i n di c at e t h e tr e at e d l e a v e s.  T h e

c o n c e ntr ati o n   of 1 4 C -tri b e n ur o n -   m et h yl i s  hi g hli g ht e d i n r e d
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4   Di s c u s si o n

Si n a pis al b a  is a n i n v asi v e  br o a dl e af s e v er el y i nf esti n g   w h e at

fi el ds i n s o ut h  w est  S p ai n.   T h e  us e  of   T  M is  o n e  of   m ai n t o ols t o

c o ntr ol  di c ot yl e d o n o us   w e e ds i n   w h e at.   H o  w e v er, t h e c o nti n u e d

us e   of  t his   h er bi ci d e   h as  l e d  t o  t h e  e  m er g e n c e   of  r esist a nt

bi ot y p es  of  Si n a pis  al b a  si n c e  2 0 0 8. (R os ari o  et  al.,  2 0 1 1 ; Cr u z-

Hi p olit o et al., 2 0 1 3  ).   H er e   w e i n cl u d e d t hr e e S. al b a  p o p ul ati o ns

f o u n d  i n  2 0 1 8  t h at    w er e   n ot  c o ntr oll e d  b y    T  M  i n    Gr a n a d a

(s o ut h e ast  S p ai n,  s e p ar at e d  b y   m or e t h a n  1 0 0  k  m t h at t h e  o n e

f o u n d i n 2 0 0 8).   T h e y   w er e c oll e ct e d fr o  m a c er e al s yst e  m   wit h a

wi nt er    w h e at/ b arl e y/  A ve n a  s ati v a   r ot ati o n.    T h e  l o c al  f ar  m ers

hi g hli g ht e d t h at t h e ar e a   w h er e t h e   Rs p o p ul ati o ns   w er e c oll e ct e d

h a d  b e e n   m ai nl y tr e at e d   wit h   T  M f or  1 0  ( R 3),  1 2  ( R 2)  a n d  2 2

( R 1)  c o ns e c uti v e  y e ars.

I n  t hi s  st u d y,    w e   d e  m o n st r at e d  t h at  t h e s e  r e si st a nt

p o p ul ati o ns  d e v el o p e d  hi g h-l e v el r esist a n c e t o   T   M   wit h  a   R/

S    G  R 5 0 r ati o   of   5 7. 4,   4 6. 5   a n d   5 7. 0  (  R 1,    R 2   a n d    R 3,

r es p e cti v el y).   T h es e  v al u es   w er e  hi g h er t h a n t h os e f o u n d f or

S.  al b a   i n  S p ai n  R os ari o  et  al.,  2 0 1 1 ;  Cr u z-  Hi p olit o  et  al.,

2 0 1 3 ).    T h e   ali g n  m e nt   of   s e q u e n c e s  f r o  m  t h e   S.   al b a

p o p ul ati o ns  i n cl u d e d  i n  t his  st u d y  s h o  w e d  a n    As p 3 7 6  Gl u

s u bstit uti o n i n t h e A L S   g e n e.   T h e   As p 3 7 6  Gl u s u bstit uti o n h as

b e e n f o u n d i n  ot h er   w e e d  s p e ci es:  A  m ar a nt h us   s p p.,  K o c hi a

sc o p ari a, M o n o c h ori a  v a gi n alis   , C o n y z a  c a n a d e nsis  , G ali u  m

s p p. R a p h a n us r a p h a nistr u  m , D es c ur ai ni a s o p hi a   a n d  L oli u  m

p er e n n e  (Y a n g et  al.,  2 0 1 8  ; Tr a n el et  al.,  2 0 2 2 ; P al  mi eri et  al.,

2 0 2 2 ).  F or  m er  st u di es   h a v e  s h o  w n  t h at    A L S    m ut ati o ns  at

A s p 3 7 6    p o siti o n s   c o  m  m o nl  y   c o nf e r   b r o a d - s p e ct r u  m

r e si st a n c e  t o    m a n y    A L S  i n hi bit o r s  ( Z a k a ri a  et  al.,   2 0 2 1 ;

Tr a n el  et  al.,  2 0 2 2 ).    M or e o v er,  it  h as  b e e n  c o n fi r  m e d  t h at
Fr o nti er s i n  Pl a nt  S ci e n c e 0 8
As p 3 7 6  Gl u  c o nf err e d  hi g h er  r esist a n c e  v al u es  t o    T   M  t h a n

ot h er   m ut ati o ns i n t h e   A L S g e n e i n ot h er   w e e d s p e ci es ( Z h a n g

et  al.,  2 0 1 7 ).   Pr e vi o us  st u di es   o n  S.   al b a   a n d   S.   ar v e nsis

r e si st a nt  t o    A L S  i n hi bit o r s   h a v e  s h o  w n  t h at  t h e    m ai n

m e c h a ni s  m  r e s p o n si bl e  f o r  t h at  r e si st a n c e    w a s   diff e r e nt

m ut ati o n s  i n  t h e    A L S   g e n e,  at  s e v e r al   p o siti o n s    P r o 1 9 7,

Tr p 5 7 4  a n d    Al a  1 2 2  ( W ar  wi c k  et  al.,  2 0 0 5   ;  R os ari o  et  al.,

2 0 1 1 ; Cr u z-  Hi p olit o et  al.,  2 0 1 3  ; K h al e di et  al.,  2 0 1 9  ; Si n  a n d

K a di o gl u,   2 0 2 1  ).    T h er e  is  j ust   o n e  c as e    wit h  t h e  c h a n g e

As p 3 7 6  Gl y i n  a  bi ot y p e  of   S.  ar v e nsis  (K h al e di  et  al.,  2 0 1 9  ),

a n d a n ot h er  o n e   wit h t h e   As p 3 7 6  Gl u c h a n g e i n  S.  ar v e nsis  as

w ell  (  B a h  m a ni  et  al.,   2 0 1 5 ).    T his    w or k   d e  m o nstr at es  t h e

o c c urr e n c e  of  t h e   As p 3 7 6  Gl u  c h a n g e  i n   S.  al b a  f or  t h e  fi rst

ti  m e   w orl d  wi d e.

Ot h er  r esist a n c e    m e c h a nis  ms,  s u c h  as  l o  w er   h er bi ci d e

a bs or pti o n   o r  tr a n sl o c ati o n,   e x cl u d e d  i n    R s   p o p ul ati o ns.

H o  w e v er,    m et a b olis  m  st u di es  s h o  w e d  t h at   T  M  is    m et a b oli z e d

f ast er  t o  n o n-t o xi c  c o  m p o u n ds  (  O  H-  M  M  a n d    M  M- c o nj u g at e)

i n  r esist a nt   p o p ul ati o ns.    O  H-  M  M  is  f or  m e d  t h a n ks  t o  t h e

a cti vit y  of  P 4 5 0   w hil e    M  M- c o nj u g at e  t h a n ks  t o   G S, i n  a   w ell-

k n o  w n  d e gr a d ati o n  r o ut e  f or    T  M  i n  br o a dl e af    w e e ds  ( Cr u z-

Hi p o  lit o  et  al.,  2 0 1 3; P al  m a- B a utist a et  al.,  2 0 2 2 ).  It  h as  b e e n

s h o  w n i n r e c e nt y e ars t h at c as es  of r esist a n c e  d u e t o   m et a b olis  m

ar e  i n cr e asi n g    m ai nl y  i n   gr ass    w e e ds,   as  s p e ci fi e d  i n  t h e

i ntr o d u cti o n  s e cti o n.   T o  d at e,    m et a b olis  m- b as e d  r esist a n c e  t o

A L S i n hi bit ors  h as  b e e n i d e nti  fi e d i n f e  w  di c ot yl e d o n o us   w e e ds,

i n cl u di n g S.  ar ve nsis , A  m ar a nt h us t u berc ul at us  , P a p a ver r h oe as

a n d  Desc ur ai ni a  s o p hi a   (V el d h uis  et  al.,  2 0 0 0  ; Li u  et  al.,  2 0 1 8 ;

H a d a et al., 2 0 2 1  ; T orr a et al., 2 0 2 1 b ; X u et al., 2 0 2 2  ). St u di es  o n

m et a b oli c   h er bi ci d e  r esist a n c e  i n   br o a dl e af    w e e d  s p e ci es  ar e

r estri ct e d,    wit h  g e n es  ass o ci at e d    wit h   h er bi ci d e    m et a b olis  m
FI  G  U  R E  3

Fr e s h   w ei g h r e d u cti o n   of f o ur  Si n a pi s  al b a  p o p ul ati o n s tr e at e d   wit h  h er bi ci d e   o nl y (  wit h o ut    m al at hi o n)  a n d   wit h   m al at hi o n ( 1 0 0 0  g i a  h a - 1 )   pl u s

h er bi ci d e.  *  Si g ni fi c a nt  diff er e n c e ( n  = 2 0).  n s,  n o n  si g ni fi c a nt  diff er e n c e.
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al  m ost r e  m ai ni n g  u n k n o  w n.  S h e n et al., 2 0 2 2  d e  m o nstr at e d t h at

c yt P 4 5 0 g e n (  C Y P 7 7 B 3 4)   w as r es p o nsi bl e f or   T  M   m et a b olis  m i n

D. s o p hi a  ,  als o  a  Br assi c a c e a e   w e e d s p e ci es.

T h e   n o n -t a r g et  sit e  r e si st a n c e    m e c h a ni s  m   b a s e d   o n

e n h a n c e d    m et a b olis  m is  a  dr a  m ati c  s c e n ari o i n  t er  ms  of   w e e d

c o ntr ol.    T h er e  is  a   p ossi bilit y  t h at  t his    m et a b olis  m    m a y   b e

i n v ol v e d i n  r esist a n c e  t o  diff er e nt    M o  As,  e v e n if  t h e   w e e d  h as

n e v er  b e e n  e x p os e d  t o  t h os e  h er bi ci d es  ( G ai n es  et  al.,  2 0 2 0  ;

T orr a  et  al.,  2 0 2 1 a ).  I n   o ur  st u di es,  s e v er al   h er bi ci d es    wit h

diff er e nt    M  O  As,  2, 4-  D  a n d    M  C P  A  ( a u xi n    mi  mi cs),  gl y p h os at e

( E P S P S  i n hi bit or),    m etri b u zin  ( P S  II  i n hi bit or   S eri n e   2 6 4

bi n d er))  a n d    m es otri o n e  (  H P P  D  i n hi bit ors)  c o ul d  c o ntr ol

t h es e    Rs   p o p ul ati o ns.    T h e   p ot e nti al   d et o xifi c ati o n  e n z y  m e

p at h  w a y    m a y   h a v e   hi g h   c at al yti c   ef fi ci e n c y   a n d  st r o n g
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s u bstr at e  s p e cifi cit y  ( S h e n  et  al.,  2 0 2 2 ).    H o  w e v er,   o ur    w or k

n e e ds  f urt h er  r es e ar c h  f o c us e d   o n   fi n di n g    m ol e c ul ar  g e n es

i n v ol v e d i n t h e  hi g h  e x pr essi o n  of   m et a b olis  m.

T h e  c o e xist e n c e  of    m or e  t h a n  o n e  r esist a n c e    m e c h a nis  m

wit hi n  t h e  s a  m e  s p e ci es,  p o p ul ati o n  or i n di vi d u al  c a n  h a p p e n.

F o r   e x a  m pl e,    T S  R   a n d    N  T S  R   ( e n h a n c e d    m et a b oli s  m )

m e c h a nis  ms  t o   A L S-i n hi biti n g  h er bi ci d es   w er e f o u n d i n  si n gl e

P.  r h oe as   a n d  Set ari a  viri dis  pl a nts  ( R e y-  C a b all er o  et  al.,  2 0 1 7 ;

H u a n g  et   al.,   2 0 2 1  ).    T h e   pr es e n c e   of   diff er e nt  r esist a n c e

m e c h a nis  ms  t o g et h er    m a y   b e   d u e  t o  c o  m bi n ati o n  t hr o u g h

cr oss- p olli n ati o n.     W e e d  s p e ci es    wit h   hi g h  l e v els   of  cr oss-

p olli n ati o n  ar e    m or e  li k el y  t o  a c c u  m ul at e   di v ers e  r esist a n c e

m e c h a nis  ms  (t o  a  si n gl e  h er bi ci d e  or  t o    m ulti pl e  h er bi ci d es),

a n d f or t his pr o c ess t o o c c ur   m or e r a pi dl y t h a n i n s elf- p olli n at e d
A B

DC

FI  G  U  R E   4
1 4 C - T  M   ( A) a n d l e af  e xtr a ct e d    m et a b olit e s  ( B–  D)   b y  T L  C   at   9 6   H A T i n   R 1,   R 2,   R 3  a n d  S   S.  al b a  pl a nt s tr e at e d   wit h  2 0  g  ai  h a - 1 .   V erti c al  b ar s

r e pr e s e nt   ±  st a n d ar d  err or s   of t h e    m e a n ( n   =  5).  n d,  n ot  d et e ct e d.   Diff er e nt l ett er s   o n  b ar s r e pr e s e nt s t h e  T u k e y ́  s  gr o u p ( a   =   0. 0 5)  aft er    m e a n

c o   m p ari s o n.
T A B L E  5     P ar a   m et er s l o g -l o gi sti c   u s e d t o  e sti   m at e t h e  c o n c e ntr ati o n   of   T  M   n e c e s s ar y t o r e d u c e t h e  a cti vit y   of t h e   A L S  e n z y   m e   b y  5 0  % (I 5 0 ) i n S.

al b a  p o p ul ati o n s.

P o p ul ati o n A L S a a cti vit y d b I5 0 ( n  M) p - v al u e R F

S 3 5 5. 3  ±  5. 3 9 8. 7 1. 7 0. 3 2    ±  0. 0 1 < 0. 0 0 1 –

R 1 3 6 4. 5  ±  2. 5 9 9. 5 1. 8 3 4 0. 9  ±  1 5. 1 < 0. 0 0 1 1 0 6 2. 5

R 2 3 5 9. 4  ±  6. 9 9 9. 4 1. 7 3 3 0. 6  ±  1 9. 1 < 0. 0 0 1 1 0 3 3. 1

R 3 3 6 1. 8  ±  7. 2 9 9. 2 1. 8 3 4 5. 1  ±  2 5. 6 < 0. 0 0 1 1 0 7 8. 4
fr o nti er s
a n  m ol  of  a c et oi n   m g - 1 of  pr ot ei n  h - 1.
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Ali g n   m e nt   of   A L S  g e n e  s e q u e n c e   of  pl a nt s fr o   m  S  a n d   R s  p o p ul ati o n s   of   S.  al b a  c o   m p ar e d t o  a  S  p o p ul ati o n   of  Si n a pi s  ar v e n si s  ( F J 6 5 5 8 7 7).

P o siti o n s r ef er t o t h e  k n o  w n   A L S  g e n e  s e q u e n c e   of   Ar a bi d o p si s t h ali a n a ( X 5 1 5 1 4).  * * * r ef er s t o  si   mil arit y   wit h r e s p e ct t o i n di vi d u al  n u cl e oti d e s i n

t h e  c o n s e n s u s.
T A B L E   6    Eff e ct   of  alt er n ati v e   h er bi ci d e s  at r e c o   m   m e n d e d   fi el d   d o s e   o n  S.  al b a  p o p ul ati o n s fr e s h   w ei g ht (f  w)  a n d  s ur vi v al (  %)   pl a nt s   p o p ul ati o n s.

H e r bi ci d e S 1 R 1 R 2 R 3

f  wa S u r vi v al (  %)     f  w     S ur vi v al (  %)     f  w     S ur vi v al (  %)     f  w     S ur vi v al (  %)

C o ntr ol 4. 3  ±  0. 3 1 0 0 4. 6  ±  0. 4 1 0 0 4. 1  ±  0. 8 1 0 0 4. 3  ±  0. 2 1 0 0

2, 4-  D 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0

Cl o p yr ali d e    3. 4  ±  0. 4 1 0 0 4. 1  ±  0. 3 1 0 0 3. 4  ±  0. 4 1 0 0 4. 1  ±  0. 4 1 0 0

Di c a  m b a    2. 8  ±  0. 6 1 0 0 3. 2  ±  0. 3 1 0 0 3. 1  ±  0. 3 1 0 0 3. 4  ±  0. 3 1 0 0

M  C P  A 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0

Pir a fl uf e n    1. 2  ±  0. 6 6 0 0. 8  ±  0. 8 5 0 0, 4  ±  0, 1 4 0 0. 7  ±  0. 6 5 0

Gl y p h os at e 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0

M etri b u zi n e    0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0

M es otri o n e 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0 0. 0 0

Fl uf e n a c et    3. 0  ±  0. 7 1 0 0 2. 8  ±  0. 9 1 0 0 2. 6  ±  0. 6 1 0 0 2. 8  ±  0. 9 1 0 0
Fr o nti er s i n  Pl a nt 
 S ci e n c e
 1 0
a f  w: fr es h   w ei g ht ( n = 2 0).
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s p e ci es (G ai n es et al., 2 0 2 0  ). I n t h e r esist a nt p o p ul ati o n of S. al b a

f o u n d i n   M al a g a i n 2 0 0 8, t h e   m ai n   m e c h a nis  m of r esist a n c e   w as

a   m ut ati o n i n t h e  A L S   g e n e.  I n t h os e   Rs  p o p ul ati o ns f o u n d i n

Gr a n a d a ( 1 0 0 k  m a p art fr o  m   M al a g a) b ot h   T S R (  Gl u 3 7 6 i n   A L S

g e n e)   a n d    N T S R  ( e n h a n c e d    m et a b olis  m)    m e c h a nis  m   ar e

i n v ol v e d  i n  t h e  r e si st a n c e  t o    A L S  i n hi bit o r s.   F r o  m   a n

e v ol uti o n a r y   bi ol o gi c al   p e r s p e cti v e,   e n h a n c e d   h e r bi ci d e

m et a b oli s  m   c a n   b e  r e c o g ni z e d   a s   a   g e n e r ali st   a d a pti v e

r e s p o n s e,    w hi c h   c a n   c o  m bi n e    wit h   ot h e r    m e c h a ni s  m s

i n cl u di n g   T S R,  a  s p e ci alist  a d a pti o n,  t o  c o nf er  hi g h er l e v els  of

r esist a n c e (C o  m o nt et al., 2 0 2 0  ; X u et al., 2 0 2 2  ).   O ur st u d y is t h e

fi rst r e p ort   w orl d  wi d e of   N T S R t o   T  M i n S. al b a  a n d als o t h e fi rst

r e p ort  of  a b o v e-  m e nti o n e d  a  mi n o  a ci d  c h a n g e  i n  t his  s p e ci es.

N T S R t o   A L S i n hi bit ors  h a d alr e a d y fr e q u e ntl y b e e n r e p ort e d i n

gr ass   w e e ds,  b ut  r ar el y i n  di c ot yl e d o n o us   w e e ds,  as  pr e vi o usl y

st at e d.    H er e,    w e   o bs er v e d  t h at    N T S R  t o g et h er    wit h    T S R

m e c h a nis  m  c a n  c o nf er  hi g h er  r esist a n c e  l e v els  i n  t h e    S.  al b a

Rs p o p ul ati o ns i n cl u d e d i n t his st u d y t h a n i n t h os e o n e f o u n d i n

M al a g a  i n  2 0 0 8.    O ur  r es ults  s u g g est  t h at  t h e    m e c h a nis  m  of

r esist a n c e i n v ol v e d  t o   T  M is  at l e ast i n  p art  diff er e nt  a n d  t h at

i n d e p e n d e nt  e v e nts  of e v ol uti o n  of   T S R  a n d/ or   N T S R  o c c urr e d

a cr oss  s o ut h  S p ai n i n  S.  al b a  p o p ul ati o ns  u n d er  hi g h  s el e cti o n

pr ess ur e   wit h   A L S-i n hi biti n g h er bi ci d es.   O ur r es ults als o s u g g est

t h at o n c e a n   R  h a pl ot y p e  h as e v ol v e d, it is g e o gr a p hi c all y s pr e a d

i n a r e gi o n (  w e  h a v e t hr e e s us p e ct e d  p o p ul ati o ns c oll e ct e d fr o  m

t hr e e  diff er e nt  fi el ds  i n    Gr a n a d a).    Wi n d- b or n e  p oll e n  a n d/ or

s e e ds    m o v e  m e nt  b y  h u  m a n  a cti vit y  (  m ai nl y    m a c hi n er y  s h ar e d

b et  w e e n  fi el ds)  c o ul d  a  v e ct or f or  h er bi ci d e r esist a n c e  all el es i n

t h es e p o p ul ati o ns as o c c urs f or ot h er   w e e d s p e ci es (L o u b et et al.,

2 0 2 1 ).   T his  l ast  f a ct or    mi g ht  b e  i n v ol v e d  i n  t h e  l o n g- dist a n c e

dis p ers al of  S al b a  b et  w e e n   Gr a n a d a a n d   M al a g a, s o  m et hi n g t h at

di d   n ot  s e e  m  t o   b e  t h e  c as e,  a c c or di n g  t o  t h e  r esist a n c e

m e c h a nis  ms f o u n d i n  b ot h r e gi o ns.

O ur r es ults  pr o vi d e  a  diff er e nt  a n d  b ett er  u n d erst a n di n g  of

T  M r esist a n c e i n   S.  al b a ,   w hi c h  h el ps  d esi g n  eff e cti v e str at e gi es

f or   w e e d   m a n a g e  m e nt.   T h e   A L S g e n e   m ut ati o n f o u n d h er e c o ul d

gi v e  cr oss-r esist a n c e  t o   diff er e nt    A L S-i n hi biti n g   h er bi ci d es.

W h ol e   pl a nt  t ri al s    w o ul d   b e   n   e e d e d  t o   c o r r o b o r at e  t hi s

h y p ot h e si s.    M o r e o v e r,  t h e    R   S.   al b a   p o p ul ati o ns   c a n   b e

eff e cti v el y  c o ntr oll e d    wit h  s e v er al   h er bi ci d es    wit h   diff er e nt

M  O  As.    Ni n e   diff er e nt   h er bi ci d es,   b el o n gi n g  t o  si x   diff er e nt

alt er n ati v e    M  O  As    w er e  t est e d  at   fi el d  r e c o  m  m e n d e d   d os es

a g ai nst  t h e   Rs  p o p ul ati o ns.    As  str ess e d  i n  t h e  r es ults  s e cti o n,

w hil e a u xi n   mi  mi cs ( e x c e pti n g cl o p yr ali d a n d  di c a  m b a),  E P S P S,

H P P  D  a n d  P S  II i n hi bit ors  r e n d er e d    m a xi  m u  m  c o ntr ol l e v els,

P P  O   a n d    V L  C F  A S   di d   n ot   a c hi e v e   a c c e pt a bl e   ef fi c a ci e s.

T h er ef or e,  t h er e  ar e  a v ail a bl e  e n o u g h    M  O  As  t o  b e  c o nsi d er e d

i n  r ot ati o n   or    mi xt ur es    w h e n   d esi g ni n g  i nt e gr at e d    w e e d

m a n a g e  m e nt  pr o gr a  ms f or    S.  al b a , t h o u g h t h e  b est   w o ul d  b e  a
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r ot ati o n  of    mi xt ur es,  t o  a v oi d  or  d el a y  r esist a n c e  o ns et  ( B usi

et al., 2 0 2 0 ). F or e x a  m pl e,  pr e vi o us st u di es s h o  w e d t h at  pr o p erl y

usi n g  a u xi n   mi  mi cs,  P S II  a n d   A L S i n hi bit ors  a g ai nst  br o a dl e af

w e e ds, r esist a n c e e v ol uti o n t o   A L S i n hi bit ors c a n  b e c o  m pl et el y

miti g at e d (  B e c ki e  a n d   R e b o u d,  2 0 0 9 ).

F urt h er  m or e,   ot h er    w e e d  c o ntr ol    m et h o ds,  r at h er  t h a n

r el yi n g  o n  c h e  mi c al  c o ntr ol,    m ust  b e  i  m pl e  m e nt e d  o n  l o n g-

t er  m    w e e d    m a n a g e  m e nt  pr o gr a  ms  t o  a v oi d  t h e  e v ol uti o n  of

diff er e nt r esist a n c e   m e c h a nis  ms.
D at a  a v ail a bilit y  st at e   m e nt

T h e   d at a   pr es e nt e d  i n  t h e   st u d y   ar e   d e p osit e d  i n  t h e

G e n B a n k  r e p osit or y,  a c c essi o n  n u  m b er   O P 6 8 1 6 2 1  ( bi ot y p e   R)

a n d   O P 6 8 1 6 2 2 ( bi ot y p e  S).
A ut h or  c o ntri b uti o n s

C o n c e pt u ali z ati o n,   R P.;   m et h o d ol o g y,   M  O, J  V-  G,   C P- B, J T.;

i n v esti g ati o n,  B  G, J-  V  G,   C P- B, J P; d at a c ur ati o n,   M  O, J-  V  G,   C P-

B,  J T;    writi n g —   ori gi n al   dr aft   pr e p ar ati o n,    R P,  J-  V  G,    M  O;

writi n g  —   r e vi e  w  a n d  e diti n g,    R P,  J-  V  G,    M  O,    C P- B,  J T,  J P.;

s u p er visi o n,    M  D,   R P.   All  a ut h ors  h a v e  r e a d  a n d  a gr e e d  t o  t h e

p u blis h e d  v ersi o n  of t h e   m a n us cri pt.
F u n di n g

T his   w or k  h as  b e e n  s u p p ort e d  b y  t h e  gr a nt    G R  fr o  m  t h e

G o v e r n  m e nt   of    E xt r e  m a d u r a   a n d   t h e    A s o ci a ci o n    d e

A gr o q ui  mi c os  y    M e di o    A  m bi e nt e  ( S p ai n).  J T  a c k n o  wl e d g es

s u p p ort fr o  m t h e  S p a nis h    Mi nistr y  of  S ci e n c e, I n n o v ati o n,  a n d

U ni v ersiti es ( gr a nt   R a  m o n  y   C aj al   R Y  C 2 0 1 8- 0 2 3 8 6 6-I).
A c k n o  wl e d g   m e nt s

W e  ar e  gr at ef ul t o  Est ef a ni a   Mi n er o f or t e c h ni c al  h el p.
C o n  fl i ct   of i nt er e st

T h e  a ut h ors  d e cl ar e t h at t h e r es e ar c h   w as  c o n d u ct e d i n t h e

a bs e n c e  of  a n y c o  m  m er ci al  or  fi n a n ci al r el ati o ns hi ps t h at c o ul d

b e  c o nstr u e d  as  a  p ot e nti al  c o n fl i ct  of i nt er est.
fr o nti er si n. or g
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