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RESUMEN

Helianthus annuus silvestre es considerada una maleza que puede causar pérdidas
importantes sobre los cultivos asi como también una fuente de variabilidad para el
mejoramiento de girasol. El hallazgo de plantas tolerantes a imidazolinonas en una
poblacién de girasol silvestre en un cultivo de soja en EEUU posibilité el desarrollo de
los girasoles Clearfield (CL) que comenzaron a comercializarse en Argentina en 2003.
En la region central de nuestro pais se han naturalizado poblaciones de H. annuus y H.
petiolaris que coinciden en superficie, periodo de floracién y que hibridan con el girasol
doméstico. La posibilidad de transferencia de la tolerancia a imidazolinonas desde los
girasoles CL afectaria la dindmica de las poblaciones silvestres, incluyendo su grado de
dormicién y la tolerancia a herbicidas. No existe informacién sobre el efecto de la
interferencia de H. annuus silvestre sobre el rendimiento y la calidad del cultivo de
girasol. Tampoco se conoce el efecto sobre el agroecosistema de la presencia de plantas
originadas por el flujo de polen desde el girasol silvestre hacia lineas endocriadas en

lotes de produccién de semilla hibrida de girasol.

Los objetivos generales de esta tesis fueron: 1) caracterizar la dormicién de semilla de
las poblaciones silvestres y el efecto del cruzamiento con un hibrido CL, 2) estudiar la
tolerancia a imazapir en hibridos entre girasol silvestre y doméstico, 3) identificar la
resistencia al herbicida mediante marcadores moleculares, 4) cuantificar la disminucién
del rendimiento y calidad del girasol por efecto de la interferencia del girasol silvestre y
5) estimar el riesgo de aparicion de poblaciones invasoras a partir de plantas fuera de

tipo originadas por contaminacién durante la produccién de semilla hibrida de girasol.

Se encontrd que las semillas de H. annuus silvestre de Argentina responden a estimulo
luminico. Tanto el girasol silvestre como los hibridos silvestre x cultivado germinaron
bien a 15°C. El almacenamiento en seco a 5°C aumentd la germinacién del girasol
silvestre y su progenie silvestre-cultivado. La escarificacion mecanica fue el método de
acondicionamiento con mayor efecto sobre la ruptura de la dormicién de las semillas,
aunque el cruzamiento con el girasol CL aument6 levemente la germinacidon de las
semillas. La dormicién en el girasol silvestre estaria gobernada por el balance de los
dcidos giberélico y abscisico en el embrién y por la composicién de las coberturas

maternas.



El cruzamiento con el girasol CL aumenté 64 veces la tolerancia a imazapir del girasol
silvestre aunque fue menor a la del hibrido de girasol CL. La materia seca radical fue la
mds afectada por la aplicaciéon de imazapir. El girasol silvestre fue sensible a las
sulfonilureas e imidazolinonas evaluadas, si bien el cruzamiento con el girasol CL
aumento la tolerancia a imazapir e imazetapir. El girasol CL fue tolerante a imazapir,
imazetapir y ligeramente tolerante a clorimuron. Estos resultados mostraron que la
tolerancia al herbicida de la progenie silvestre-cultivado harfa practica y

econémicamente inviable la utilizacién de la tecnologia CL en girasol.

Un marcador microsatélite ligado a AHASI permiti6 identificar polimorfismos entre el
hibrido CL y las lineas endocriadas susceptibles. Las progenies silvestre-cultivado
fueron heterocigotas tolerantes. Las poblaciones silvestres presentaron el alelo de la
tolerancia en baja frecuencia. La identificacién de un nuevo alelo y una elevada
proporcién de genotipos tolerantes en dos poblaciones de H. annuus que conviven con
H. petiolaris permitieron inferir introgresién de esta tltima. El marcador sirvié para
identificar los genotipos tolerantes y susceptibles en los materiales domesticados y en
tres poblaciones silvestres. Sin embargo, su utilidad estaria restringida a poblaciones de
girasol sin contacto con H. petiolaris. La mutacién natural que confiere tolerancia a
imidazolinonas se encontré en baja frecuencia en las poblaciones de Argentina pero
podria aumentar por hibridacién con materiales tolerantes o por seleccion por el uso del

herbicida.

El aumento de la densidad del girasol silvestre invasor disminuyé el rendimiento del
cultivo de girasol. Més de 3 plantas m™ disminuyeron el rendimiento del cultivo en un
49%. Si bien la cosecha de cipselas de la maleza compensé ligeramente esa merma en el
rendimiento, su presencia disminuyé el contenido de aceite y la composicién de acidos
grasos del cultivo. Las semillas no recolectadas se incorporaron al banco del suelo. En
el peor escenario, aunque las plantas nacidas fueran eliminadas antes que fructifiquen,

las semillas podrian permanecer en el lote por 10 afios.

Las plantas fuera de tipo originadas por contaminacién por polen silvestre durante la
produccion de semilla hibrida fueron fenotipicamente diferentes a los materiales

cultivados y a las poblaciones silvestres. Las plantas descendientes de la siguiente
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generaciéon no recobraron el fenotipo silvestre y se asemejaron a los materiales
cultivados. En consecuencia, las plantas F1 no podrian originar poblaciones ferales de
girasol, aunque podrian actuar como puente biolégico y transferir caracteres, como la

tolerancia a imidazolinonas, a las poblaciones silvestres.
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SUMMARY

Wild Helianthus annuus is considered a weed that causes significant crop losses and
also is considered as a source of variability for sunflower breeding. The finding of
imidazolinone-tolerant wild sunflower plants in a soybean crop in the US enabled the
development of Clearfield (CL) sunflowers, commercially produced in Argentina since
2003. Populations of H. annuus and H. petiolaris have naturalized in the central region
of our country, sharing growing areas, flowering time, and both hybridize with the
domestic sunflower. The possibility of transference of imidazolinone tolerance from
sunflower CL varieties to wild sunflower would affect the wild population dynamics,
including dormancy and herbicide tolerance. There is no information on wild H. annuus
interference on sunflower yield and quality. Also the effect of off-type plants produced
by pollen flow from the wild sunflower to sunflower inbred lines during seed

production is unknown.

The main objectives of this thesis were: 1) to characterize seed dormancy in wild
populations and the effect of mating with a sunflower CL cultivar, 2) to study imazapyr
tolerance in hybrids between wild and domestic sunflower, 3) to identify herbicide
tolerance using molecular markers, 4) to quantify sunflower crop yield and quality
reduction caused by wild sunflower interference, and 5) to estimate the risk of invasive
populations originated in off-type pollen contamination during sunflower seed

production.

It was found that wild H. annuus seeds respond to light stimulus. Wild sunflowers and
their wild-crop progenies germinated well at 15°C. Dry storage at 5°C increased both
biotype germination. Mechanical scarification was the preparation method with greater
breaking effect on seeds dormancy, although crossing with a sunflower CL cultivar
slightly increased seed germination. Dormancy in wild sunflower would be governed by
the balance between gibberellic and abscisic acids in the embryo, and the composition

of maternal coat.

Hybridization with a CL sunflower cultivar increased the wild sunflower tolerance to

imazapyr 64 times, though it remained lower than the CL cultivar. Root dry matter was
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most affected by imazapyr. Wild sunflower was sensitive to all evaluated sulfonylureas
and imidazolinones, although hybridization with CL sunflower increased imazapyr and
imazethapyr tolerance. The CL sunflower cultivar was tolerant to imazapyr,
imazethapyr and slightly tolerant to chlorimuron. These results showed that IMI-
tolerance of sunflower wild-crop progeny would render unfeasible the usage of CL

technology in sunflower crop, from a practical and economic standpoint.

A SSR marker linked to AHAST1 allowed polymorphism identification among the CL
cultivar and susceptible inbred lines. The wild-crop progeny were tolerant
heterozygotes. Wild populations had the "tolerant" allele at low frequencies.
Identification of a new allele and a high proportion of resistant genotypes in two
populations of H. annuus that grew close to H. petiolaris allowed to infer introgression
from the later. The SSR marker was useful to identify tolerant and susceptible
genotypes in domesticated materials and three wild populations. However, its utility
would be restricted to wild sunflower populations without contact with H. petiolaris.
The natural mutation conferring imidazolinone tolerance was found in a low frequency
in wild populations but may increase by hybridization with tolerant materials or

selection by herbicide usage.

Increasing densities of invasive wild sunflower decreased sunflower crop yield. More

than 3 plants m*

reduced crop yield by 49%. While weed achene harvest slightly
counteracted this decline, their presence reduced crop oil content and altered fatty acid
composition. Spilled seeds were incorporated to the soil bank. In the worst scenario if

plants were removed before shattering, seeds could remain in soil for 10 years.

Off-type plants originated by wild pollen contamination during seed production were
phenotypically different from cultivated materials and wild populations. Plants from the
next generation did not recover the wild phenotype and resembled the cultivated
materials. Therefore F1 plants would not originate feral sunflower populations but could
act as a bridge to transfer biological traits, such as imidazolinone tolerance, to wild

populations.
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INTRODUCCION GENERAL

El girasol se destaca por su produccidn de aceite como uno de los principales cultivos
oleaginosos en el mundo, superando los 12 millones de toneladas, que lo posiciona en el
cuarto lugar luego de los aceites de palma, soja y colza. Entre las regiones mads
importantes, la Unién Europea, Rusia, Ucrania y Argentina conjuntamente superan el

70% de la produccién mundial de esta oleaginosa (USDA, 2010).

El girasol en Argentina es actualmente la segunda oleaginosa mds importante luego de
la soja, con una produccién que en los tltimos 10 afios ha superado los tres millones de
toneladas, excepto en la pasada zafra en la cual las condiciones econdmicas y una fuerte
sequia condicionaron la siembra. Las regiones que mds participan en la produccién de
girasol son el sudeste y oeste de Buenos Aires, norte y oeste de La Pampa, la cuenca del

Rio Salado y el centro-norte de Santa Fe (BCBB, 2010).

Argentina se ha caracterizado por su tradicion en la produccion de girasol. Sus origenes
en nuestro pafs se remontan al siglo XIX cuando fue introducido por inmigrantes de
origen hebreo. En principio se lo sembraba para consumo familiar. A esta etapa le
sigui6 un periodo de gran expansiéon, a partir de 1930, que se caracterizé por la
utilizacién de poblaciones de gran porte y carentes de uniformidad. Entre 1960 y 1975,
el INTA liber6 variedades propias, como Manfredi e Impira INTA, que se
caracterizaron por su buen comportamiento frente a la roya negra, enfermedad que
habia causado fuertes mermas hacia fines de la década de 1950. Estas variedades
surgieron de cruzamientos entre los materiales utilizados por los agricultores, algunas
introducciones y polen de una poblacién de girasol silvestre hallada en Rio Cuarto
(Baez y Maécola, 1954; Bertero y Vazquez, 2003). El descubrimiento de la
androesterilidad citoplasmatica en 1968 dio lugar a la etapa de la difusion de los
cultivares hibridos, que llevaron a una continua evolucidn del cultivo. A fines de la
década de 1990 el panorama nacional e internacional cambié principalmente por la
demanda de proteinas vegetales suplidas por la soja, la competitividad de la soja RR y
el crecimiento en la produccién de aceite de palma, lo que disminuyd la siembra y
comenzd a relegar al cultivo de girasol a regiones con menor potencial productivo

(Ingaramo y Feoli, 2008).



El girasol pertenece a la familia Asteraceae, subfamilia Asteroideas, tribu Helidnteas,
género Helianthus. El género es nativo de América del Norte y consta de 14 especies
anuales y 37 perennes. A su vez, puede ser dividido en cinco secciones: Agrestes,
Atrorubens, Ciliares, Helianthus y Porteri. La seccién Helianthus incluye 12 especies
anuales bien diferenciadas, aunque la hibridacién natural es frecuente. Dentro de este
grupo se encuentra el girasol cultivado (Helianthus annuus var. macrocarpus)
domesticado a partir de Helianthus annuus L, y otras especies silvestres como
Helianthus argophyllus T. y G. y Helianthus petiolaris Nutt. (Schilling y Heiser, 1981:
Seiler y Rieseberg 1997; Jan y Seiler, 2007).

Evidencias arqueoldgicas avalan la hipétesis de que el girasol fue domesticado por los
nativos americanos en la regién central de América del Norte, actualmente los estados
del centro de EEUU, quienes utilizaban el girasol silvestre como fuente de alimento.
Fue introducido en Europa en el siglo XVI como una planta ornamental. En el siglo
XVIII en Rusia es reconocido su potencial como cultivo oleaginoso y en 1860 comienza
una intensa labor de seleccién por alto contenido de aceite (Seiler y Rieseberg, 1997;

Harter et al., 2004; Jan y Seiler, 2007).

Una forma silvestre de esta especie, clasificada como H. annuus ssp. annuus, se ha
naturalizado en Argentina. Conjuntamente con H. petiolaris se encuentra distribuida en
la region central de nuestro pais, compartiendo una amplia superficie con el girasol
cultivado (Poverene et al., 2002). La superposicion de dreas geograficas, la coincidencia
de la floracién y los polinizadores compartidos facilitan el flujo génico entre las formas
silvestre y domesticada tanto en el centro de origen como en nuestro pais (Arias y

Rieseberg 1995; Burke et al., 2002; Massinga et al., 2003; Ureta et al., 2008).

Las poblaciones de H. annuus y H. petiolaris naturalizadas en la region central de
Argentina se habrian expandido colonizando ambientes similares, mediante dispersion
mecanica causada por vehiculos y maquinaria (Cantamutto et al., 2010a). La maquinaria
agricola contratada, que a partir de la década de 1990 se encuentra en pleno auge y que
es utilizada por el 47% de los establecimientos de la regiéon pampeana (Pifieiro y
Villarreal, 2005), podria ser un importante elemento en la dispersiéon del girasol

silvestre.



Las poblaciones argentinas de H. annuus se distribuyen entre 31°58 a 37°31” latitud sur
y 60°33” a 68°14’ longitud oeste, a una altitud de 128 a 600 msnm. Las plantas crecen
en dreas perturbadas como banquinas, caminos vecinales, lotes sin cultivar, margenes de
canales de riego, agrupadas en poblaciones que pueden tener desde pocos individuos a
mds de 100.000 plantas. Por otro lado, H. petiolaris se distribuye en un rango mas
estrecho, entre 35°08” a 38°08’ latitud sur y 62°16° a 65°56’ longitud oeste y hasta una
altitud de 455 msnm. Las poblaciones son muy numerosas en el este de La Pampa y el

oeste de Buenos Aires con densidades de hasta 40 plantas m™ (Figura I; Poverene et al.,

2008).

Figura I: Localizacién de Helianthus annuus silvestre y H. petiolaris en Argentina.
Cada simbolo representa un departamento provincial donde la especie se encuentra
presente (Origen: Poverene et al., 2002).
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En cuanto a los ambientes, H. annuus silvestre se encuentra en suelos de mayor
fertilidad y textura mds fina, con mayores niveles de fosforo y materia organica
disponible y donde la principal fuerza erosiva es el agua. H. petiolaris se halla en suelos

arenosos con menos de 2% de materia orgdnica y en ambientes donde el viento es la



principal fuerza erosiva. Molisoles y Entisoles son los principales 6rdenes de suelo

asociados a ambas especies (Cantamutto et al., 2008a).

Ambas especies silvestres se distinguen facilmente del girasol domesticado. Poseen
plantas ramificadas desde la base con una gran cantidad de capitulos que puede superar
el centenar. Las plantas de H. petiolaris tienen menor porte con hojas de
aproximadamente 8 cm de largo y 5 cm de ancho, poseen capitulos unos 2,5 cm de
diametro con pubescencia blanca caracteristica en el centro del disco. Los 16bulos de la
corola de las flores son de color pirpura, aunque raras veces aparecen corolas amarillas.
Las plantas de H. annuus silvestre son mas altas, pudiendo superar los 3 m de altura con
hojas de 25 cm de ancho y 22 cm de ancho, poseen capitulos de unos 4,5 cm de
didmetro con las corolas de las flores tubulares generalmente de color rojo (Tabla I;

Poverene et al., 2002; Presotto et al., 2009a; Gutierrez et al., 2010).

Tabla I: Caracteres morfoldgicos distintivos entre las especies silvestres, Helianthus
annuus, H. petiolaris y el girasol domesticado. Origen: Poverene et al., 2002; Presotto
et al., 2009a; Gutierrez et al., 2010.

Caracteres H. annuus H. petiolaris Girasol domesticado
Altura (m) <30m <2,0m <2,0m
Ramificacién total total sin
Antocianina en tallo generalmente presente presente ausente
Largo de la hoja (cm) <35cm < 9cm <35cm
ancho de la hoja (cm) <30 cm < 6cm <30 cm
Capitulos (n°) > 30 > 30 1
Capitulos (cm) < 6cm <3 cm >8cm
Coloracién de las flores tubulares generalmente rojas | rojas, rara vez amarillas amarillas
Pelos blancos en el centro del capitulo ausente presente ausente
Largo de la cipsela (mm) < 7mm <5 mm >10

El Valle Bonaerense del Rio Colorado (VBRC) situado en el sur de la provincia de
Buenos Aires tiene una participaciéon muy importante en la produccién de semilla de
girasol. Segun informacién del Instituto Nacional de Semillas (INASE, 2007) alli se
cultiva mas del 85% de los lotes destinados a ese fin, con la presencia de la mayor parte
de las empresas del sector. La poblacion estable de H. annuus silvestre mds cercana se
encuentra a menos de 300 km de distancia (Poverene et al., 2002). La similitud macro y
micro-ambiental del VBRC con respecto a los ambientes donde crecen H. annuus y H.

petiolaris 1o hacen vulnerable a la invasion por estas especies (Cantamutto et al., 2007).



La contaminacion de semilla comercial por polen de girasol silvestre podria poner en

riesgo la viabilidad del VBRC como regién productora de semilla hibrida de girasol.

Un estudio en jardin comin reveld que poblaciones silvestres argentinas de H. annuus
fueron similares a 17 poblaciones silvestres provenientes del centro de origen. Las
poblaciones argentinas presentaron mayores similitudes fenotipicas con las del centro-
oeste de EEUU. Una fraccién del germoplasma del norte de ese pais mostré una
combinacidn de caracteres morfolégicos que no estuvieron presentes en las poblaciones
argentinas analizadas. Por otro lado, una de las poblaciones silvestres argentinas con
evidencias fenotipicas de introgresién con girasol cultivado se separd de los restantes

biotipos silvestres (Figura II; Presotto, 2007).

Helianthus annuus silvestre es una importante maleza en América del Norte. En
cultivos de soja se observé que 4,6 plantas m” de girasol silvestre disminuyeron el
rendimiento un 95% (Geier et al., 1996). También ha causado pérdidas del 27% en trigo
pan con una densidad de 2 plantas m™ (Rosales-Robles e al., 2002), en maiz (Deines et
al., 2004) y en sorgo (Rosales-Robles et al., 2005). En cultivos de remolacha el girasol
silvestre fue 3 y 5 veces mds competitivo que Kochia scoparia o Abutilon theophrasti
(Schweizer y Bridge, 1982), mientras que en poroto fue entre 13 y 15 veces mds

competitivo que la graminea Setaria viridis (Mesbah et al., 2004).

Por otra parte, H. annuus constituye un recurso genético para el mejoramiento del
girasol cultivado debido a la importante variabilidad de rasgos de interés. Las
poblaciones silvestres han sido utilizadas para obtener resistencia a enfermedades, como
la roya negra, Puccinia helianthi (Putt y Sackston, 1957). Uno de los ejemplos mads
recientes de la utilidad de este recurso fitogenético es la tolerancia a herbicidas de la
familia de las imidazolinonas, hallada en una poblacién silvestre de Kansas, EEUU que
habia recibido siete afios de tratamiento con imazetapir (Al-Khatib et al., 1998). Los
genes que confieren la tolerancia han sido transferidos al cultivo mediante mejora
clasica, dando lugar a nuevos hibridos comerciales denominados Clearfield® (Miller y
Al-Khatib, 2002; Zollinger, 2003). Esta tecnologia, actualmente disponible en
Argentina, ha impactado fuertemente en el sistema productivo del cultivo y muestra una
adopcidn creciente, alcanzando para la campafia 2007/2008 el 38 % del 4rea implantada
(BASF, 2008).



Figura II: Diagrama de dispersion del anélisis discriminante de 17 poblaciones
norteamericanas y nueve argentinas utilizando variables métricas observadas en un
jardin comun. Las poblaciones argentinas se destacan en negrita (Origen: Presotto,

2007).
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La incorporacién de tolerancia a imidazolinonas (IMI) en los materiales cultivados
contemporaneos podria afectar las poblaciones silvestres en contacto con el cultivo. Los
cultivares IMI-tolerantes podrian transferir la tolerancia a las especies silvestres lo que
dificultaria su control, limitando el uso y la durabilidad de esta tecnologia. Estudios
realizados en EEUU demostraron que plantas F1 surgidas de cruzamientos de plantas
silvestres de H. annuus o H. petiolaris con un hibrido de girasol cultivado IMI-
tolerante, fueron entre cinco y tres veces mds tolerantes que sus parentales silvestres. A
su vez, la retrocruza hacia su respectiva especie silvestre también aumentd la tolerancia

a imazamox (Massinga et al., 2003).

La tolerancia a imidazolinonas es una tecnologia de empleo creciente en nuestro pafs,

no s6lo en girasol sino también en maiz, trigo y arroz (BASF, 2010). Las nuevas



malezas que pudieran surgir a partir de la transferencia del caricter IMI-tolerante

podrian ser un problema para cultivos de girasol, maiz y trigo.

La transferencia del carécter tolerante de Clearfield® a las poblaciones silvestres podria
también afectar su dindmica poblacional. Por ejemplo, la dormicidn es una caracteristica
propia de las especies silvestres que evita que las semillas germinen en condiciones
adversas (Baskin y Baskin, 1998). La seleccién artificial ha operado en contra de esa
caracteristica, logrando genotipos con ausencia de dormicién (Corbineau et al., 1990).
El cruzamiento entre poblaciones silvestres y cultivares IMI-tolerantes podria disminuir
la dormicién de sus progenies, compensando asi la menor produccion de semillas de las
F1 debido al menor nimero de capitulos por planta por baja fertilidad (Mercer et al.,
2006 a y b). El cruzamiento entre H. annuus argentinos y materiales CL podria alterar

la aptitud bioldgica de las poblaciones silvestres.

Por lo expuesto anteriormente se plantearon las siguientes hipdtesis de trabajo:

= Las poblaciones de girasol silvestre de Argentina muestran diverso grado de
dormicién, que serd alterada por el cruzamiento con un hibrido comercial de

girasol IMI-tolerante.

= La mutacion IMI es transferida a plantas silvestres mediante flujo génico desde
el cultivo y se expresa como una tolerancia a los herbicidas tipo imidazolinonas

(imazapir).

= Serd posible caracterizar molecularmente las plantas tolerantes y no tolerantes al

herbicida, ya que difieren en alelos que codifican variantes de la enzima AHAS.

= La produccion de grano y aceite disminuird por interferencia de las plantas de

girasol silvestre que se encuentren dentro del cultivo.

= Las plantas fuera de tipo surgidas por fecundacion de las lineas endocriadas por
el girasol silvestre durante la produccién de semilla hibrida serdn facilmente
identificadas en lotes de produccidn. Estas plantas podrian originar poblaciones

de girasol maleza.



En consecuencia, los objetivos especificos fueron:

= FEstudiar condiciones de germinacion a fin de cuantificar el nivel de dormicién
en las poblaciones y el efecto del cruzamiento con un hibrido comercial de

girasol IMI-tolerante.

= Realizar cruzamientos controlados entre plantas silvestres y cultivares
Clearfield® tolerantes a imazapir y estudiar el cardcter en los hibridos

resultantes.

= Lograr una identificacion mediante marcadores moleculares, que permita

determinar eficazmente si en una poblacién silvestre hay resistencia al herbicida.

= Estimar la disminucién del rendimiento y calidad de girasol por efecto de la

competencia de sus parientes silvestres.

= Estimar el riesgo de aparicion de poblaciones maleza de girasol a partir de
plantas fuera de tipo producto de contaminacién en lotes de produccion de

semilla hibrida de girasol.



Capitulo 1 : IMPACTO DE LA HIBRIDACION CON GIRASOL TOLERANTE
A IMIZAZOLINONAS SOBRE LA DORMICION DE SEMILLA EN
POBLACIONES DE Helianthus annuus L.

Si bien la ausencia de germinacién de las semillas frescas limita el uso de algunos
cultivos, el mecanismo de dormicidn tiene robustas implicancias en la persistencia en el
banco del suelo de algunas especies invasoras, incluyendo el girasol silvestre (Martinez-
Ghersa y Ghersa, 2006, OECD, 2004). La dormicién es una condicién interna de la
semilla que impide su germinacién bajo adecuadas condiciones hidricas, térmicas y
gaseosas (Benech-Arnold et al,, 2000). Hay diversos tipos de dormicion de semilla:
fisiologica, morfoldgica, morfofisioldgica, fisica y combinada (fisica + fisioldgica).
Segin esta clasificacion, las semillas de girasol responden a una dormicién fisioldgica,
donde un mecanismo fisiolégico del embrién impide la germinacién. Las estructuras
que cubren el embrién como el endosperma, cubiertas seminales y las paredes del fruto

indehiscente pueden participar en la dormicién (Baskin y Baskin, 1998; 2004).

El pericarpio de la semilla cumple un rol muy importante ya que interviene en la
dormicién de la semilla afectando la germinacion y el establecimiento de las plantulas,
previniendo la absorcion de agua y contiene inhibidores quimicos. A su vez, disminuye
la deshidratacion de la semilla y aumenta su persistencia en el suelo (Baskin y Baskin,

1998, Hu et al., 2009).

Algunos estudios han demostrado que los mecanismos que determinan la dormicién
fisioldgica tienen componentes en el embrién y/o en las coberturas de la semilla (Baskin
y Baskin, 1998). A su vez, se sugiere que la dormicion depende de un balance intrinseco
entre el 4cido giberélico y el dcido abscisico en el embrién. Por ejemplo, el agregado de
dcido giberélico en semillas recién cosechadas de Arabidopsis thaliana generé un
incremento en la concentracion de dcido absicico lo que mantuvo una elevada relacion
abscisico: giberélico, disminuyendo la efectividad del agregado de giberélico. Ademds,
la transicion de semilla dormida a no dormida se caracterizo por una disminucién en la
sensibilidad al abscisico y un incremento en la sensibilidad al giberélico (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006). Esta hipdtesis habia sido comprobada previamente
trabajando con embriones de girasol inmaduros (siete a diez dias luego de la

fecundacidn) los cuales no presentaron dormicién y germinaron rdpidamente aunque la
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adicién de 4cido abscisico gener6 la inhibicion de la germinacién mientras esta hormona

estuvo presente (Le Page-Degivry y Garello, 1992).

La dormicién fisiolégica puede romperse con sustancias quimicas como nitrato de
potasio, etileno, 4acido giberélico, escarificacion mecdnica, estratificacion a baja
temperatura o mediante estimulos luminicos (Baskin y Baskin, 1998). El &4cido
giberélico ha mostrado efectividad para la ruptura de la dormicién de algunas
poblaciones silvestres de H. annuus y H. petiolaris superando a otras sustancias como
etanol, 4cido sddico y nitrato de potasio (Seiler, 1998). En otras especies silvestres del
género Helianthus se ha observado ruptura de la dormicién con corte del extremo
proximal a la corola del fruto, o escarificaciéon con el agregado de acido giberélico
(Chandler y Jan, 1985). La combinacién de escarificacién mecdnica y acido giberélico
sobre semillas de H. paradoxus resulté en porcentajes de germinacién cercanos al 80%,

valor cuatro veces superior al obtenido en las semillas control (Van Auken, 2001).

La temperatura durante el almacenamiento también es un factor ambiental que participa
en la ruptura de la dormicién. Generalmente las bajas temperaturas del invierno
disminuyen la dormicién de especies primavero-estivales y la aumentan en especies
otofio-invernales (Baskin y Baskin, 1998; Milberg y Anderson, 1998). A su vez, el
rango de temperatura dentro del cual se produce la geminacién aumenta al perderse la
dormicioén de las semillas. Semillas de girasol cultivado que luego de la cosecha estaban
dormidas y tenfan una pobre germinacion, después de nueve meses de almacenamiento
a 5°C germinaron bajo un rango de temperatura entre 5 y 40°C. En el mismo
experimento se encontré que la germinacién de semillas sin dormicién estaba retardada
por el pericarpio y cubiertas seminales, especialmente bajo temperaturas elevadas (Gay

et al., 1991).

La dormicién de una especie silvestre puede ser modificada por hibridacién con sus
parientes cultivados (Bagavathiannan y Acker, 2008). Generalmente las semillas de las
plantas hibridas tienen menor dormicién que las semillas de las especies silvestres
originales (Groot et al, 2003). En el caso del girasol no se puede generalizar una
respuesta esperada por flujo génico entre el cultivo y los parientes silvestres. La
hibridacién entre H. annuus silvestre y el cultivo disminuyd la dormicién de la semilla

de algunas poblaciones norteamericanas, aunque esta respuesta estuvo condicionada por
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el fondo genético silvestre y de los materiales domesticados (Snow el al., 1998; Mercer

et al., 2006a).

La caracterizacion morfoldogica de las cipselas de las poblaciones de H. annuus
argentinas reveld una fuerte similitud con las provenientes de EEUU. Se observé que
los pardmetros descriptivos de los frutos de las poblaciones naturalizadas en Argentina
se correspondieron con los valores esperados para girasol silvestre (Cantamutto ef al.,
2008b; Figura 1.1). Sin embargo, no existe informacién sobre la dormicidon de las
semillas de las poblaciones de H. annuus naturalizadas en nuestro pafs ni del efecto de

la hibridacién con girasol doméstico.

Figura 1.1: Relacién ancho/largo de cipselas de nueve poblaciones silvestres de
Helianthus annuus argentinas (ARG), 17 poblaciones norteamericanas (USA) y cinco
materiales domesticados (SUN). Los puntos mds alejados dentro de los materiales
domesticados corresponden a un hibrido confitero (elaboracién propia en base a
Cantamutto et al., 2008b).
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Como hipdtesis de trabajo se planteé que las poblaciones de girasol silvestre de

Argentina muestran diverso grado de dormicidn, que seria alterada por el cruzamiento
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con un hibrido IMI-tolerante. El objetivo fue estudiar la germinacién en diversas
condiciones a fin de cuantificar el nivel de dormicién en diversas poblaciones y el
efecto del cruzamiento con un hibrido IMI-tolerante.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El germoplasma silvestre utilizado estuvo constituido por cinco poblaciones silvestres
representativas de las poblaciones de H. annuus naturalizadas en la regién central
argentina (Cantamutto et al 2010b): Rio Cuarto (RCU) (S 33°09', W 64°20"); Colonia
Barén (BAR) (S 36°10', W 63°53"); Adolfo Alsina (AAL) (S 37°16', W 62°59’);
Diamante (DIA) (S 32°03', W 60°38') y Las Malvinas (LMA) (S 34°47', W 68°15').
Como material domesticado se utilizé el hibrido comercial DK3880 CL® (IMI), cedido

por Agronomia Lindon.

Se realizé un tratamiento en frio de cipselas colectadas en el sitio original, colocédndolas
en bandejas de pléstico, entre papel secante, en heladera a 5° C por un periodo de una
semana (ISTA, 2004). Para la cria de los plantines se utilizaron bandejas de pldstico de
28 x 54 cm, con 200 celdas rellenas con sustrato a base de turba (GROW MIX®),
disponiendo dos semillas por celda. Los plantines permanecieron durante 30 dias luego
de la emergencia en un invernadero climatizado, utilizando condiciones de luz natural y
una temperatura de 25-27° C. El trasplante se efectué cuando las plantas tenian 4-6

hojas y una altura aproximada de 10 cm.

Las cipselas para los experimentos fueron producidas en un jardin comun que se realizé
en el campo experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional
del Sur, localizado en S 38° 41° 38 W 62° 14’ 53°° durante el ciclo 2008-2009. En el
campo las plantas se dispusieron agrupadas por genotipo, en lineas distanciadas a 2,10
m entre si, con una separacién entre individuos de 0,25 m. Se utiliz6 un sistema de riego
presurizado compuesto por tuberfas emisoras (m.c. UNE 68-076)-riego por goteo-

operado en concordancia con las necesidades del cultivo.

12



Las cipselas de cada accesion fueron regenerada mediante polinizaciéon controlada de
capitulos de 20-30 individuos que fueron protegidos de polen externo utilizando bolsas
de papel colocadas en el estado R4, estimado por analogia con la escala de Schneiter y
Miller (1981). La fecundacién se realizé cada dos dias utilizando polen fresco de un
conjunto de individuos, colectado en los capitulos tapados de la misma accesién. La
descendencia del hibrido comercial DK3880 CL fue obtenida bajo las mismas
condiciones indicadas para las accesiones silvestres. Los cruzamientos controlados entre
las cinco poblaciones silvestres y el girasol doméstico (F1) se realizaron siguiendo la
técnica descripta por Jan y Seiler (2007). Las flores tubulares fueron emasculadas en
forma manual por la mafiana y polinizadas con el polen de plantas del material

doméstico en la tarde del mismo dia.

Al alcanzar la madurez, los capitulos fueron trillados en forma manual. Las cipselas
limpias fueron almacenadas por dos semanas en un desecador que contenia silica-gel,
con el objetivo de disminuir el contenido de humedad de las mismas. Posteriormente se
colocaron en bolsas de aluminio trilaminadas y se mantuvieron a 5 °C durante el periodo

que duraron todos los experimentos.

Ajuste de las condiciones experimentales

Prueba de imbibicion

Se estudio el efecto de la escarificacion sobre la dindmica de la imbibicién utilizando
cipselas de la poblacion de H. annuus de DIA cosechada en el jardin comun y
almacenadas por 12 meses a 5° C. La escarificacién mecanica se realizé utilizando una
lijadora orbital automaética provista con una lija para madera (A180) que fue apoyada y
activada durante tres segundos sobre una capa fina de semillas que estaban dispuestas
sobre otra lija de la misma granulometria (Figura 1.2). Luego de la escarificacién las
cipselas fueron colocadas en cajas de Petri conteniendo 10 ml de agua y almacenadas en
una cadmara de germinacién a 20°C (ISTA, 2004) con fotoperiodo de 12 horas (neutro).
Como control se utilizaron grupos de cipselas de la misma partida, sin escarificar. Las
semillas fueron pesadas al inicio de la prueba (Oh) y alas 5, 10, 15, 20, 25 y 30 h de
imbibicion. Cada unidad experimental estuvo constituida por grupos de 50 semillas y el
disefo fue completamente al azar con tres repeticiones. La imbibicién de agua fue

expresada como porcentaje de incremento en peso, de la siguiente forma:
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Incremento en peso (%) = ((Pf — Pi)/Pi) x 100

Siendo Pf=peso final de las 50 cipselas y Pi= peso inicial de las 50 cipselas. Se realizé
un ANOVA para cada momento de imbibicién y la expresion grafica de los resultados

mediante el paquete estadistico Infostat (2008).

Figura 1.2: Efecto de la escarificacion de cipselas de Helianthus annuus. Cipselas
escarificadas (EM), semillas sin escarificar (no).

Respuesta a la luz

Para evaluar la respuesta a la luz se utilizaron cipselas de la poblacién de DIA y la
descendencia del hibrido DK3880 CL producidas en el jardin comuin. La fuente de
iluminacién fueron cinco tubos fluorescentes (F36W/54), que producen
mayoritariamente luz roja promotora de la germinacién (Baskin y Baskin, 1998). Las
semillas se colocaron sobre papel absorbente utilizando bandejas plasticas de 3,5 x 3,5
cm. En el tratamiento de germinacion bajo oscuridad, las bandejas fueron cubiertas con
papel aluminio. Las cipselas se colocaron en una camara a 20°C y fotoperiodo neutro
durante 15 dias. Las bandejas permanecieron sin abrir durante todo el ensayo para evitar
el ingreso de luz en los tratamientos con oscuridad. El ensayo se repiti6 luego de 12

meses de almacenamiento a 5°C, con el genotipo silvestre.
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Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con tres réplicas y unidades
experimentales de 25 cipselas. Los datos, previa transformacién por arcoseno, se
analizaron mediante ANOVA considerando como fuentes de variacién el genotipo
(silvestre o cultivado), iluminacién (con luz o sin luz). Para el andlisis conjunto los dos
periodos extremos de almacenamiento a 5°C (0 y 12 meses) fueron considerados

bloques.

Respuesta a la temperatura

Se evalud la respuesta a la temperatura de las cinco poblaciones invasoras y sus cruzas
controladas con DK3880 CL generadas en el jardin comiin inmediatamente luego de la
maduracidn, a los seis y doce meses de almacenaje seco en frio utilizando una plancha
de gradiente térmico. Este aparato consta de un sistema de refrigeracion en un extremo
y en el otro un sistema de calefaccion. Entre estos sistemas se encuentra una plancha de
aluminio de 28 cm de ancho por 100 cm de largo en donde se genera el gradiente de
temperaturas (Herndndez y Paoloni, 1998). Sobre la plancha se colocé papel absorbente
que fue humedecido y se utilizé un termémetro infrarrojo para calibrar y monitorear la

temperatura.

Luego de cada periodo de almacenamiento considerado los genotipos se dispusieron
sobre el papel absorbente en grupos de 25 cipselas, evitando el contacto entre ellas. Los
grupos estaban centrados sobre las lineas perpendiculares al gradiente que registraban
las siguientes seis temperaturas de estudio: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 °C. Bajo estas
condiciones experimentales cada grupo de cipselas se mantuvo en un rango maximo de
+ 0,5°C El fotoperiodo fue constante de 12 horas, utilizando iluminacién artificial con

tubos fluorescentes. Se registré diariamente la germinacion durante 15 dias.

Se calcul6 la temperatura de maxima germinacion (TMG) como la temperatura en la
cual germinaron la mayor cantidad de semillas. Esto se realizd para cada uno de los dias
ensayados. Los datos se analizaron mediante ANOVA, previa transformacién por
arcoseno, considerando un disefio de bloques aleatorizados. Las fuentes de variacion
fueron: generacion (poblacion o F1) y temperatura mientras que el tiempo de

almacenamiento a 5°C se consideré como bloque.
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Ruptura de la dormicion

Se evalud la pérdida de la dormicién de las semilla de las cinco poblaciones y sus cruzas
controladas con DK 3880 CL generadas en el jardin comiin inmediatamente luego de la
maduracidn, a los seis y 12 meses de almacenaje seco o estratificacion. La ruptura
artificial de la dormiciéon fue promovida por tres acondicionamientos. El
acondicionamiento con frio consistié en colocar las cipselas en bandejas sobre papel
himedo tapadas con bolsas de polietileno transparente durante una semana a 5 °C
(ISTA, 2004). Para el acondicionamiento con acido giberélico (AG3;) las cipselas se
colocaron en bandejas con papel absorbente humedecido con una solucién de 1 mM de
AGs (Seiler, 1998). El acondicionamiento de escarificacion mecdanica se realizd
utilizando una lijadora orbital automadtica, operada conforme la metodologia descripta
previamente. Como control se utilizaron semillas de cada uno de los genotipos que no
recibieron ningun acondicionamiento La germinacion se evalu6 en bandejas de plastico
con papel absorbente que fue humedecido con agua destilada en una cdmara de
germinacién a 20 °C con un fotoperiodo de 12 horas durante 15 dias. Al final de ese
periodo se realizé una prueba de viabilidad de las semillas que no habian germinado.
Para ello las cipselas fueron cortadas longitudinalmente y colocadas en una solucién
0,5% de cloruro de 2,3,5 trifenil-tetrazolio a temperatura ambiente durante 24 horas

(ISTA, 2004).

Los datos se analizaron mediante ANOVA, previa transformacién por arcoseno,
mediante un disefio de bloques aleatorizados. Las fuentes de variacién fueron: genotipo,
generaciéon (poblacion o F1) y acondicionamiento mientras que el tiempo de

almacenamiento a 5°C se consideré como bloque.

Con la informacién obtenida en el ltimo ensayo, luego de 12 meses de estratificacion a
5°C, se calcul6 el tiempo de germinacion del 50% de las semillas (TG50) de las cinco
poblaciones silvestres de girasol. Se evalu¢ el efecto de la escarificaciéon mecénica y del
cruzamiento con el hibrido comercial IMI-tolerante. Para esto se construyeron curvas de
germinacién siguiendo la metodologia de modelos de regresion no-lineal. La evolucion
de las semillas germinadas ajusté con un modelo logistico con tres pardmetros (Chauhan

et al., 2006), segtin la siguiente ecuacion:

F[x, (b,d,e)] ={d/ 1+ exp b[log(x) — log(e)]}
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Donde d fue el maximo porcentaje de germinacion, e es el tiempo que tarda en germinar
el 50% de las semillas (TG50) y b es la pendiente relativa alrededor de e. Los datos
fueron analizados utilizando la aplicacién drc del paquete estadistico R (Knezevic et al.,
2007). Mas detalles sobre esta metodologia se incluyen en el Capitulo 2 donde se la

utiliza nuevamente para los ensayos dosis-respuesta.

Con la informacién obtenida en el ensayo de ruptura de la dormicion se estimé la
proporciéon de semillas SIL:F1 germinadas bajo dos escenarios extremos. En el
escenario 1: todas las semillas despiertas germinan en la primavera luego de estar seis
meses invernando (G6). La proporcion SIL:F1 de cada poblacién se estimd de la

siguiente manera:
P(SIL)=G6(SIL)/(G6(SIL)+G6(F1))

Donde P(SIL) es la proporcién de semillas de SIL. germinadas en relacién a las semillas
de surespectiva F1 germinadas. G6 es el porcentaje de semillas germinadas luego de

seis meses de almacenamiento a 5 °C.

En el escenario 2: sélo germina la semilla que despierta luego del periodo invernal (G6-
GO0) ya que las que germinaron luego de la cosecha son eliminadas durante el invierno.
La proporcion SIL: F1 de cada poblacién se estimé de la misma forma que la ecuacion
previa salvo que G6 fue reemplazado por la diferencia (G6-GO) entre el porcentaje de
semillas germinadas luego de la cosecha (GO) y aquellas que germinaron luego de seis

meses de almacenamiento a 5 °C (G6).

RESULTADOS

Luego de un afio de estratificacion a 5°C se realizé la prueba de tetrazolio sobre las
semillas no germinadas en el ensayo que se realizé en la cdmara de germinacién. La

prueba reveld que el 99% de las semillas se encontraba viable, con un rango de 97 a

100%. No se detectaron diferencias entre tratamientos ni generaciones (SIL o F1).
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Prueba de imbibicion

La escarificaciéon de las cipselas aument6 significativamente la absorciéon de agua
durante las primeras 30 horas de imbibicién (Figura 1.3) Durante el periodo evaluado
se observo que las diferencias fueron mayores a las 15 y 20 h de iniciada la imbibicién

pero tendieron a disminuir hacia el final de la prueba, a las 30 h.

Figura 1.3: Efecto de la escarificacién sobre el incremento en peso (%) de semillas de
Helianthus annuus silvestre durante las primeras 30 horas de imbibiciéon en agua
destilada a 20°C y fotoperiodo neutro. EM: escarificacién mecénica, no: control.
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**:diferencias altamente significativas, p<0,01.

Respuesta a la luz

Mientras que la germinacion de las semillas del girasol cultivado no respondieron a la
iluminacién, las del H. annuus silvestre (DIA) si lo hicieron. En DIA se detecté un
efecto altamente significativo de la iluminacién y del tiempo de almacenamiento aunque
la interaccién entre ambas fuentes no fue significativa; por lo tanto, los resultados se
agruparon en funcién de la iluminacién. En este caso la germinacion bajo el estimulo

luminico superé el 75%, mientras que en oscuridad s6lo germiné el 42% de las semillas
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(Figura 1.4). La respuesta del genotipo silvestre al estimulo luminico no se modificé

con el envejecimiento de la semilla durante el almacenamiento por un afio en frio seco.

Figura 1.4: Efecto del estimulo luminico sobre la germinaciéon de una poblacion
silvestre de Helianthus annuus proveniente de Diamante (Entre Rios) y la descendencia
de un hibrido comercial de girasol cultivado inmediatamente luego de la maduracidn.
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Letras distintas sobre las barras indican diferencias segtin la prueba de Tukey (p<0,05).

Respuesta a la temperatura

El ANOVA mostré efecto de las temperaturas, generaciéon y del periodo de
almacenamiento a 5°C sobre la germinacién. En este andlisis se excluy6 a la poblacién
de Colonia Barén y su cruza con DK3880 CL debido a que en los tres periodos de
andlisis presentd escasa germinacion (<50%.). Se encontr¢ efecto de la temperatura y de
la generacioén a partir del tercer dia de evaluacion en la plancha de gradiente térmico. El
efecto del envejecimiento de la semilla por almacenamiento en seco a 5°C fue
significativo en siete de los 15 dias de evaluacién, concentrandose particularmente en
los dltimos dos dias del ensayo. No se encontrd interacciéon entre el tiempo de

almacenamiento y las generaciones, mientras que la interacciéon tiempo de
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almacenamiento por temperatura fue significativa sélo para el dia tres. La interaccion
temperatura por generacion fue significativa ocho de 15 dias, aunque en los udltimos

cuatro dias de evaluacién no se detect6 interaccién (Tabla 1.1).

Se pudo observar que a partir del segundo dia y hasta el cuarto, la TMG fue de 25°C.
Luego del tercero y hasta el onceavo dia, la TMG fue de 20°C. Por ultimo, desde el
noveno y hasta el dltimo dia del ensayo, 15°C fue la TMG para las poblaciones

silvestres y sus respectivas F1 (Tabla 1.1).

A partir del tercer dia de iniciada la prueba y hasta el final del ensayo, las F1
presentaron mayor germinacion que sus poblaciones parentales. El cruzamiento con el
hibrido comercial DK3880 CL aumenté en promedio un 55%, la germinacién de las

poblaciones originales (Tabla 1.1; Figura 1.5).

Figura 1.5: Germinacién acumulada (media + error estdndar) de Helianthus annuus
silvestre (SIL) y su cruza con un cultivar de girasol IMI-tolerante (F1) durante 15 dias
en un ensayo de gradiente térmico.
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*: diferencias significativas, p<0,05. **:diferencias altamente significativas, p<0,01.
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El almacenamiento a 5°C aumentd la germinacion en forma significativa. El incremento
fue significativo para los dias 3, 4, 8, 9, 10, 12, 14 y 15 de la evaluacién. Si bien el
aumento de la germinacién fue gradual, las diferencias entre las semillas recién
cosechadas y aquellas almacenadas en frio fueron significativas recién a los 12 meses

(Tabla 1.1).

Considerando la germinacién bajo cada temperatura, el porcentaje de semillas
germinadas a 5° y 30°C, las temperaturas extremas del ensayo, fue menor al 5% en
promedio. A 25°C de temperatura, la germinacion fue rdpida ya que a partir del segundo
dia se detect6 germinacion aunque se detuvo a partir del quinto dia, llegando a 18% de
germinacién. A su vez, no se detectaron diferencias significativas entre esta temperatura
y la germinacion a 5 o a 30°C. Contrariamente, a 15°C se alcanzé el mayor porcentaje
de germinacion que superé el 82%. A 20°C la germinacién fue menor, 52% en
promedio, pero permitié diferenciar las generaciones (SIL vs. F1), siendo la
germinacién de las cruzas controladas superior a la alcanzada por las poblaciones
originales. Por dltimo, a 10°C la germinacién comenzd, en forma tardia, luego de seis
dias de iniciado el ensayo, aunque la evolucién fue progresiva y continua lo que

permitié alcanzar en promedio el mismo valor que a 20°C (Figura 1.6).
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Tabla 1.1: Germinacién diaria en poblaciones silvestres de Helianthus annuus (SIL) y sus respectivas progenies (F1) con un hibrido comercial CL en funcién
del tiempo de almacenamiento (0, 6 y 12 meses) en un ensayo de gradiente térmico bajo seis temperaturas y fotoperiodo neutro, durante un periodo de 15 dias.

Bajo cada dia se encuentra el ANOVA con sus fuentes de variacion e interacciones. TMG: Temperatura diaria con mayor porcentaje de geminacion.

Dias
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TMG (°C) nc nc 25 25720 25/20 20 20 20 20 20/15 20/15 20/15 15 15 15 15
Germinacion (%)
Generacién
F1 0 0 0 4a 9a 13a  17a 20a 23a 27a 3la 34a 36a 39a 42a 45a
SIL 0 0 1 1b 3b 5b 7b 9b 11b 14b 16b 19b 22b 24b 27b 29b
Almacenamiento (meses)
0 0 0 0 0Ob 3 7 9 11 13b 16b 18a 22 24 a 27 28a 32a
6 0 0 1 4a 7 11 14 16 18ab 21ab 25ab 28 31ab 32 35ab 38ab
12 0 0 0 4a 7 10 14 18 2la  25a 29b 31 33b 35 39b 42b
ANOVA
Almacenamiento (a) ns ns ns * ns ns ns ns * * * ns * ns * *
Temperatura (T) ns ns ns sk Kk ke sk ke kg sk sk sk skk kk kg ke
Generacién (g) ns ns ns * kek sk sk sk sk sk kk k3k k3k ek sk sk
Interacciones
a*T ns ns ns wok ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
a*g ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
T*g ns ns ns ns wk wx wx wx * * * * ns ns ns ns

Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<0,05). nc: no corresponde, ns: no significativo, *: p<0,05, **:p<0,01.
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Figura 1.6: Germinacion acumulada (media + error estindar) de poblaciones silvestres de Helianthus annuus

(SIL) y sus progenies (F1) con un hibrido comercial CL bajo seis temperaturas y fotoperiodo neutro.
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Letras distintas indican diferencias en la germinacion final entre temperaturas. **: diferencias entre generaciones (SIL vs. F1).
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Ruptura de la dormicién

En la Tabla 1.2 se detallan los resultados del ANOVA donde se observan diferencias
altamente significativas entre las poblaciones, el tiempo de almacenamiento a 5°C, los
acondicionamientos y la generaciéon (SIL vs. F1). A su vez, la mayoria de las
interacciones fueron altamente significativas, excepto tiempo de almacenamiento por
generacion, tiempo de almacenamiento por acondicionamiento por generacién y la
interaccidn cuddruple poblacidn por tiempo de almacenamiento por acondicionamiento

por generacién (Tabla 1.2).

En general, la EM aumento la germinacion en semillas recién cosechadas de SIL y F1.
El envejecimiento de la semilla fue aumentando la germinacién y en consecuencia,
disminuyeron las diferencias con EM. El frio y el AG; no tuvieron efecto sobre la
ruptura de la dormicién. El tiempo de almacenamiento a 5°C aumentd la germinacion
aunque sin detectarse diferencias significativas. La germinacién de las semillas F1 luego
de 12 meses de almacenamiento fue levemente superior aunque sin detectarse

diferencias estadisticas (Figura 1.7).
Como las demds interacciones fueron altamente significativas se decidié comparar cada

una de las poblaciones silvestres con su respectiva F1 obtenidas por cruzamiento con un

hibrido comercial CL.
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Tabla 1.2: Andlisis de varianza de la germinacién de cinco poblaciones de Helianthus
annuus silvestre (SIL) y sus respectivas progenies (F1) con un hibrido comercial CL,
utilizando tres acondicionamientos Yy tres periodos de almacenamiento seco a 5°C,
luego de 15 dias a 20°C y fotoperiodo neutro.

F.V. CM F

Modelo 0,56 18,30 ok
poblacién (pob) 5,29 172,18  **
tiempo (t) 5,03 163,65  **
acondicionamiento

(acon) 4,90 159,31  **
generacion (g) 1,74 56,75 wE
pob*t 0,51 16,74 *ox
pob*acon 0,18 5,89 *k
pob*g 0,59 19,26 *ox
t*acon 0,45 14,53 Hk
t*g 0,06 1,85 ns
acon*g 0,28 8,96 Hk
pob*t*acon 0,13 4,22 **
pob*t*g 0,15 4,74 ok
pob* acon*g 0,08 2,55 ok
t* acon*g 0,05 1,77 ns
pob*t* acon*g 0,04 1,24 ns
Error 0,03
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Figura 1.7: Germinacién (%) de poblaciones silvestres de Helianthus annuus (SIL) y de sus respectivas cruzas con un hibrido comercial CL (F1) en funcién del

tiempo de almacenamiento a 5°C y los sistemas de acondicionamiento. EM: escarificacion mecdnica, FRIO: una semana a 5 °C, AG3: 1mM de 4cido giberélico

y no: control.

Germinacion (%)

100+

804

604

204

Mes 0

ac

cf

Mes 6

ac

Mes 12

SIL F1

SIL

F1

[ ev W Fro [ AGs [0 no

Letras diferentes indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey. (p<0,05).
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Tabla 1.3: Germinacién (%) de semillas sin acondicionamiento de cinco poblaciones de
Helianthus annuus silvestre (SIL) y sus respectivas progenies con un hibrido comercial
CL (F1) en funcién del tiempo de estratificacién a 5°C (TE).

TE (meses)
Poblacion SIL Fl
0 6 12 0 6 12
AAL 15¢ 43¢ 83ab | 40c  55bc  89a
BAR 12b  36ab  44a | 30ab 25ab  52a
DIA 77b  97a  98a | 74b  75b  90ab
LMA 15d  59bc  74ab | 23cd  75ab  93a
RCU 19b 46ab  75a [ 39ab S5lab  77a

Letras diferentes dentro de cada poblacién indican diferencias significativas segtn la prueba de Tukey
(p<0,05).

Tabla 1.4: Germinacidén (%) de semilla recién cosechada de cinco poblaciones de
Helianthus annuus silvestre (SIL) y sus respectivas progenies con un hibrido comercial
CL (F1) en funcién de los sistemas de acondicionamiento para romper la dormicidn.

Acondicionamiento
Poblacion SIL F1
EM AG; FRIO no EM AG; FRIO no
AAL 95a 20b 33b 15b | 99a 48b 39b 40b
BAR 44bc 27bd 24cd 12d | 77a 47b 17d 30bd
DIA 92ab 88ac 79bc 77c | 96a 7T6¢c 84ac T4c
LMA 79b 41c  3lc  15c¢ | 98a 36¢ 3lc 23c¢
RCU 66ab 34bc 2Ic  19c | 91a 65ab 41bc 39c

Letras diferentes dentro de cada poblacién indican diferencias significativas seguin la prueba de Tukey
(p<0,05).

Adolfo Alsina (AAL)
El tiempo de almacenamiento, acondicionamiento, generacién y la interaccién tiempo
de almacenamiento por acondicionamiento tuvieron efectos altamente significativos

sobre la germinacién (Tabla 1.5).

El envejecimiento durante el almacenamiento bajo condiciones de frio seco aumenté la

germinacién de las semillas. Luego de la cosecha, la germinacién fue baja en la
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poblacion silvestre como en su F1. Luego de 12 meses de estratificacion a 5°C, la
germinacién superd el 80% para ambos grupos, sin diferenciarse entre si. EM fue el
método de acondicionamiento més efectivo en romper la dormicién tanto de las semillas
SIL como las F1, mientras que los demds acondicionamiento no lo fueron (Tabla 1.3y

1.4).

Tabla 1.5: Anélisis de varianza de germinacién de una poblacién de Helianthus annuus
silvestre proveniente de Adolfo Alsina (Buenos Aires) y de su cruza con un cultivar de
girasol CL, bajo cuatro acondicionamientos y tres momentos de estratificaciéon a 5°C,
luego de 15 dias a 20°C y fotoperiodo neutro.

FV CM F

Modelo 0,55 18,02 *x
tiempo(t) 1,61 52,80 *k
acondicionamiento 1,90 62.13 s
(acon)

generacion(g) 0,74 24,12 *k
t*acon 0,46 15,11 ok
t*g 0,00 0,12 ns
acon*g 0,00 0,11 ns
Error 0,03

En la semilla recién cosechada la EM aumentd significativamente la germinacion
respecto a los otros sistemas de ruptura de la dormicién. Luego de seis meses de
almacenamiento bajo condiciones de frio seco el tratamiento en frio y la EM
produjeron los valores mds altos de germinacién diferencidndose significativamente del
tratamiento con AGj3 y el testigo, que presentaron valores similares entre si. Después de
12 meses de estratificacion a 5°C no se observaron diferencias entre los distintos

sistemas de ruptura de la dormicién y el control (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Germinacién (%) de un biotipo (poblacién y F1) de Helianthus annuus
proveniente de Adolfo Alsina (Buenos Aires) en funcién del tiempo de estratificacién a
5°C y de cuatro tratamientos. EM: escarificacién mecdanica, FRIO: una semana a 5 °C,
AG3: ImM de 4cido giberélico y no: control.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segitin la prueba de Tukey (p<0,05).

Colonia Baréon (BAR)
Las tres fuentes de variaciéon tuvieron efectos altamente significativos sobre la

germinacidn, al igual que la interaccion acondicionamiento por generacion (Tabla 1.6).

En SIL, el tiempo de almacenamiento en frio seco aumento la germinacion de semillas.
Sin embargo, no se detectaron diferencias entre las semillas recién cosechadas y
aquellas con seis meses de almacenaje. Luego de 12 meses de estratificacién a 5°C, la
germinacién aument6 mds de tres veces el valor original. En las F1, si bien hubo un
aumento de la germinacién a los 12 meses de almacenamiento no se diferencié
estadisticamente de la semilla fresca. El cruzamiento con el hibrido de girasol CL

aumento la germinacién luego de 12 meses de almacenamiento en seco aunque este
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valor no se diferenci6 del alcanzado por las semillas SIL. La EM fue el
acondicionamiento mas efectivo tanto en SIL como en sus F1 diferencidandose

significativamente de los restantes acondicionamientos. (Tabla 1.3 y 1.4).

Tabla 1.6: Andlisis de varianza de germinaciéon de una muestra de poblacidon de
Helianthus annuus silvestre proveniente de Colonia Barén (Buenos Aires) y de su cruza
con un hibrido comercial de girasol CL, bajo cuatro tratamientos y tres momentos de
estratificacion a 5°C, luego de 15 dias a 20°C y fotoperiodo neutro.

F.V. CM F

Modelo 0,43 15,77 **
tiempo(t) 0,83 30,45 Hk
acondicionamiento

(acon) 1,17 43,23 *x
generacion(g) 1,19 43,85 Hk
t*acon 0,04 1,37 ns
t*g 0,05 1,84 ns
acon*g 0,20 7,27 ok
Error 0,03

Se encontrd interaccion entre los tratamientos y las generaciones. La EM fue
significativamente efectiva en romper la dormicion en la F1 proveniente de la poblacién
de H. annuus silvestre de Colonia Barén y el hibrido comercial de girasol CL. En
cuanto a la dormicién de las semillas de la poblacion silvestre, ninguno de los tres

tratamientos se diferencio del testigo (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Germinacién (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de
Colonia Barén (La Pampa) en funcién de los tratamientos y generaciones. EM:
escarificaciéon mecdnica, FRIO: una semana a 5 °C, AG3: 1mM de 4cido giberélico y
no: control.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (p<0,05).

Diamante (DIA)
La germinacion de la accesion de DIA tuvo efectos altamente significativos para las tres
fuentes de variacion y la interaccion tiempo de almacenamiento por generacion (Tabla

1.7).

El almacenamiento en seco a 5°C aument6 la germinacion de las semillas. En SIL, luego
de seis meses hubo un aumento significativo de la germinacién mientras que para la F1
este aumento se produjo luego de 12 meses de estratificacion. Al afio las semillas de
ambos grupos tuvieron un aumento de germinacién superior al 20%. Si bien las semillas
de SIL presentaron un valor final superior a sus F1, esta diferencia no fue significativa.

Entre los acondicionamientos utilizados la EM fue el tnico que se diferencio del testigo,
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aumentando el 20 y 30 % la germinacion en SIL y F1, respectivamente. (Tabla 1.3 y

1.4).

Tabla 1.7: Anélisis de varianza de germinacién de una poblacién de Helianthus annuus
silvestre proveniente de Diamante (Entre Rios) y de su cruza con un hibrido comercial
CL, bajo cuatro tratamientos y tres momentos de estratificacion a 5°C, luego de 15 dias

a 20°C y fotoperiodo neutro.

F.V. CM F
Modelo 0,19 6,06 wx
tiempo(t) 0,57 18,64 wx
acondicionamiento

(acon) 0,30 9,62 *k
generacion(g) 0,57 18,56 Fk
t*acon 0,02 0,80 ns
t*g 0,13 4,29 *
acon*g 0,05 1,67 ns
Error 0,03

Se detectd interaccion entre el tiempo de estratificacidon a 5°C y las generaciones. La

germinacién de semilla en SIL aument6 luego de seis meses de almacenamiento

mientras que las semillas de la F1 se diferenciaron de las semillas frescas luego de 12

meses de estratificacién a 5°C. (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Germinaciéon (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de
Diamante (Entre Rios) en funcion del tiempo de estratificacion a 5°C y las generaciones.
SIL: H. annuus silvestre, F1: cruzamiento silvestre-cultivado.
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Las Malvinas (LMA)
Las tres fuentes de variaciéon fueron altamente significativas. A su vez, las tres

interacciones fueron altamente significativas (Tabla 1.8).

El tiempo de estratificacion a 5°C aument6 la germinacion de las semillas de SIL y F1.
En ambos casos, el mayor aumento se produjo luego de seis meses de almacenamiento
siendo mds de tres veces el valor de germinacién de la semilla fresca. Al afio la
germinacién de la semilla F1 fue superior a la SIL aunque no se diferencid
estadisticamente. La EM fue nuevamente el acondicionamiento mds eficaz en romper la
dormicién de semilla fresca aumentando en mas de cuatro veces la germinacién. Los

demads acondicionamientos no difirieron del control. (Tabla 1.3 y 1.4).
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Tabla 1.8: Andlisis de varianza de germinacion de una poblacidn de Helianthus annuus
silvestre proveniente de Las Malvinas (Mendoza) y de su cruza con un hibrido
comercial CL, bajo cuatro tratamientos y tres momentos de estratificacién a 5°C, luego
de 15 dias a 20°C y fotoperiodo neutro.

F.V. CM F

Modelo 0,84 24,03 ox
tiempo(t) 3,09 88,41 **
acondicionamiento

(acon) 1,30 37,17 wE
generacion(g) 0,57 16,20 ok
t*acon 0,34 9,80 Hk
t*g 0,40 11,49 **
acon*g 0,26 7,38 Hk
Error 0,03

Se encontré interaccion entre el tiempo de estratificacion y los tratamientos. Previo a la
cosecha, EM fue el unico tratamiento que se diferencié significativamente del testigo.
Luego de seis meses a 5°C, los tres tratamientos fueron igualmente eficaces en romper
la dormicién de las semillas. Pasados 12 meses de escarificacion, EM y AGj; fueron los

tratamientos que mayores niveles de germinacion mostraron (Figura 1.11).

Se detecté interaccion entre el tiempo de estratificacion y las generaciones. La
germinacién de la semilla SIL fue gradual, alcanzando su maximo valor luego de 12
meses de almacenamiento mientras que las semillas F1 se despertaron antes, luego de 6

meses de estratificacién a 5°C. (Figura 1.12).

Finalmente, hubo interaccion entre los tratamientos y las generaciones. Para el caso de
la poblacion silvestre, EM, frio como AGj; presentaron un porcentaje de germinacion
superior al testigo. Por otro lado, en el cruzamiento entre el silvestre y el hibrido

comercial CL solamente EM fue significativamente superior al control (Figura 1.13).
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Figura 1.11: Germinacién (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de Las
Malvinas (Mendoza) en funcién del tiempo de estratificacion a 5°C y los tratamientos.
EM: escarificaciéon mecanica, FRIO: una semana a 5 °C, AG3: 1mM de 4cido giberélico
y no: control.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Figura 1.12: Germinacién (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de Las
Malvinas (Mendoza) en funcién del tiempo de estratificacién a 5°C y las generaciones.
SIL: H. annuus silvestre, F1: cruzamiento silvestre-cultivado.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (p<0,05).
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Figura 1.13: Germinacién (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de Las
Malvinas (Mendoza) en funcién de las generaciones y los tratamientos. EM:
escarificaciéon mecdnica, FRIO: una semana a 5 °C, AG3: 1mM de 4cido giberélico y
no: control.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (p<0,05).

Rio Cuarto (RCU)
La germinacién de la accesiéon de RCU tuvo efectos altanamente significativos para las
tres fuentes de wvariacion y la interaccién tiempo de almacenamiento por

acondicionamiento. (Tabla 1.9).

El tiempo de almacenamiento aumento la germinacion en las semillas SIL. Luego de 12
meses de estratificaciéon a 5°C, la germinacién aumenté en mas de tres veces. En las
semillas F1 si bien se observé un aumento de la germinacion con el envejecimiento de
la semilla, este no fue significativo. La EM fue el sistema de acondicionamiento mas

eficaz en romper la dormicion de las semillas. En el caso de las semillas F1, el AG;
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también aumento la germinacién mientras que este mismo acondicionamiento no fue

efectivo en semillas SIL. (Tabla 1.3y 1.4).

Tabla 1.9: Anélisis de varianza de germinacién de una poblacién de Helianthus annuus
silvestre proveniente de Rio Cuarto (Cdérdoba) y de su cruza con un hibrido comercial
CL, bajo cuatro tratamientos y tres momentos de estratificacion a 5°C, luego de 15 dias

a 20°C y fotoperiodo neutro.

F.V. CM F

Modelo 0,40 11,42 **
tiempo(t) 0,96 27,41 wE
acondicionamiento(acon) 0,96 27,45 Hk
generacion(g) 1,07 30,33 ok
t*acon 0,11 3,15 *
t*g 0,09 2,50 ns
acon*g 0,03 0,93 ns
Error 0,04

El ANOVA reveld interaccion entre el tiempo de escarificacién y los tratamientos.

Luego de la cosecha de las semillas y tras seis meses a 5°C, el unico tratamiento que

aumenté la germinacion de las semillas fue la EM. Luego de un afio de estratificacion,

la germinacién de la poblacidn silvestre aumentd y en consecuencia, ninguno de los

tratamientos mostré diferencias (Figura 1.14).
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Figura 1.14: Germinacién (%) de un biotipo de Helianthus annuus proveniente de Rio
Cuarto (Cérdoba) en funcién del tiempo de estratificacion a 5°C y los tratamientos. EM:
escarificaciéon mecdnica, FRIO: una semana a 5 °C, AG3: 1mM de 4cido giberélico y

no: control.
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Letras diferentes indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (p<0,05).

Al comparar entre las poblaciones, la germinacién de semillas frescas fue elevada en
DIA diferencidndose del resto de las poblaciones que presentaron niveles de
germinacién menores al 20%. El efecto cruzamiento no fue significativo sin embargo se

observé un aumento especialmente en AAL, RCU y BAR (Tabla 1.10)

El envejecimiento de la semilla tuvo un efecto diferencial en las poblaciones. AAL fue
la que mas respondié aumentando la germinacién en un 68%. Por el contrario, DIA fue
la que mostré el menor efecto al almacenamiento debido a su elevado porcentaje de

germinacidn inicial. Las deméds poblaciones tuvieron comportamientos intermedios.
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Entre los sistemas de acondicionamiento, la EM fue la que tuvo mayor efecto en romper
la dormicién de las poblaciones. Particularmente fue muy efectiva en AAL y LMA.
BAR y RCU presentaron valores intermedios mientras que DIA fue la poblacién que
menos respondié. Con respecto al AGs, las semillas de LMA fueron las que mejor
respondieron a este acondicionamiento por el contrario, AAL no mostrd respuesta. El
frio fue el menos eficaz en promover la germinacidn, obteniéndose los mejores

resultados en semillas de RCU y los menores en AAL y DIA.

Tabla 1.10: Germinacién de semilla fresca (GO), diferencial por cruzamiento (AF1),
diferencial por almacenamiento 12 meses a 5°C (ATE) y diferenciales por
acondicionamientos (AEM, AAGj;, AFRIO) en cinco poblaciones silvestres de
Helianthus annuus.

Poblacion [ GO AF1 ATE AEM AAG; AFRIO
AAL I5b 25 68a 77a S5b 2b
BAR 12b 18 32bc 32cd 15ab 2D
DIA 77 a -4 20c  13d 1lab 12ab
LMA I5b 8 43ac 63ab 26a 17a
RCU 19b 20 53ab 46bc 16ab 18a
ANOVA ek ns sk ek * ek

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (p<0,05).

Todas las poblaciones ajustaron al modelo logistico con tres pardmetros. El tiempo de
germinacién del 50% de las semillas (TG50) fue variable entre las poblaciones
evaluadas. Aunque para todos los genotipos el tratamiento de escarificacion mecdnica

acorté el TG50 (Tabla 1.11).

Las semillas de AAL y DIA mostraron un comportamiento similar entre si. E1 TG50 de
las semillas de las poblaciones puras rondé los seis dias mientras que el cruzamiento
con el hibrido comercial imi-tolerante disminuy6 en un dia este parametro. E1 TG50 de

las semillas escarificadas fue de alrededor de dos dias y medio.

Las semillas de la poblaciéon de LMA fueron las tuvieron el menor periodo para
alcanzar el 50% de germinacion y la escarificaciéon mecanica disminuy6 en medio dia
este periodo. Sin embargo, el cruzamiento con el hibrido comercial CL no afect6 la tasa

de germinacion de las semillas de H. annuus silvestre de esta poblacion.
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Las semillas de BAR y RCU fueron las que mds tardaron en alcanzar el 50% de

germinacién, con periodos de 9 y 7 dias respectivamente. La escarificacion mecdanica

disminuyé el TG50 en més de dos dias. Por otro lado, la respuesta al cruzamiento con el

cultivar tolerante a imidazolinonas no fue igual para ambos genotipos. En el caso de

BAR, el cruzamiento disminuyé este periodo mientras que las semillas silvestre-

cultivado de RCU mantuvieron el TG50 de la poblacién original.

Tabla 1.11: Tiempo de germinaciéon del 50% de las semillas (TG50) de cinco
poblaciones silvestres de Helianthus annuus sin escarificar (SIL), escarificada (EM) o
cruzada con un hibrido imi-tolerante (F1).

POB Tratamientos 160 P
(dias)
SIL 5.8¢
AAL EM 23a 0,99
Fl1 49b
SIL 8,8¢c
BAR EM 6,0 a 0,87
Fl1 75b
SIL 5,7c
DIA EM 2,6a 0,99
Fl1 49b
SIL 4,0b
LMA EM 35a 0,99
Fl1 4,1b
SIL 6,9b
RCU EM 4,7a 0,59
Fl1 6,6 b

En la columna de la derecha se encuentra el p-valor de la prueba de ajuste del modelo logistico con tres

pardmetros.
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DISCUSION

Las semillas de H. annuus silvestre respondieron al estimulo luminico ya que la
germinacién se duplicé en comparacion con las semillas de la misma poblacién
colocadas en oscuridad. Sin embargo, el genotipo cultivado no mostré ninguna
respuesta ante el estimulo luminico, germinando de igual manera cuando fueron
expuestas o no a la luz. Este tipo de respuesta luminica también ha sido observada en
semillas de H. bolanderi y H. exilis mostrando mas del doble de germinaciéon cuando
germinaron bajo rojo que bajo rojo lejano (Olivieri y Jain, 1978) y en semillas de H.
paradoxus en cuyo caso la germinacién pas6 del 10% en oscuridad al 40% en luz (Van
Auken, 2001). Esta respuesta luminica en especies sensibles se debe a que la absorcion
de luz roja convierte el fitocromo inactivo (Pr), que inhibe la germinacioén, a fitocromo
activo (Pfr), que la promueve (Baskin y Baskin, 1998). La conversion de Pr a Pfr
promueve la regulacion genes que incrementan el nivel de acido giberélico en la semilla

lo que induce la germinacién (Toyomasu et al., 1998).

Aunque en esta situacioén particular, la ausencia de respuesta a la luz se deberia a la
ausencia de dormicion en el girasol cultivado. Milberg et al., (2000) concluyeron que el
requerimiento de luz para germinar se vuelve menos importante en semillas de mayor
tamafio. Esto explicaria porque las semillas de girasol cultivado, que tienen mds del
doble de tamafio que la semillas de girasol silvestre (Figura 1.1), no respondieron al

estimulo luminico.

La germinacién vari6 con la temperatura, la poblacién y el cruzamiento silvestre-
cultivado. A 15°C, las semillas de H. annuus y sus F1 silvestre-cultivado mostraron los
mayores porcentajes de germinacién. A 10 y 20°C también se lograron buenos
porcentajes de germinacién aunque inferiores a los de 15°C. As{ mismo, a 20°C las F1
tuvieron mayores niveles de germinacion que sus parentales silvestres, esta tendencia se
observé en todas las temperaturas evaluadas (Figura 1.5). Estos resultaron indicarian
que las semillas de girasol silvestre y sus respectivas F1, luego de un afio de
almacenamiento seco a 5°C, aln se encontrarian en dormicién condicional ya que sé6lo
obtuvieron buenos niveles de germinacién en un estrecho rango de temperaturas. Por

otro lado, estudios previos han demostrado que cuando las semillas no tienen dormicién
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presentan buenos niveles de germinacion en un amplio rango de temperatura que va

desde los 5 a los 40°C (Gay et al., 1991; Hernandez y Paoloni, 1998).

El ensayo de ruptura de la dormicion revelé que la dormicién disminuyé con el tiempo
de almacenamiento seco en frio, que el cruzamiento con el hibrido IMI-tolerante
aument6 levemente la germinacion de las semillas y que el tratamiento mds eficaz en
promover la germinacién fue la escarificaciéon mecanica. Con respecto a esto, si bien los
tratamientos con frio y dcido giberélico aumentaron sutilmente la germinacién fueron
menos contundentes y su respuesta varid con los genotipos. A su vez, si bien el
tratamiento con &cido giberélico también aumenté la germinacién, la concentracion
utilizada produjo plantas etioladas y anormales, este tipo de plantulas también fueron

observadas por Chandler y Jan (1985).

La escarificacién mecdnica no s6lo rompié la dormicién sino que aumenté la tasa de
germinacion de las semillas (Tabla 1.11). El proceso de escarificacién que removié
parte del pericarpio promovié la germinacion debido posiblemente a la disminucién de
los inhibidores presentes en las coberturas maternas (Baskin y Baskin, 1998). Por otro
lado, el aumento de la tasa de germinacién de las semillas escarificadas fue
posiblemente causado por una mayor tasa de absorciéon de agua (Figura 1.2), lo que
permitiria que los procesos que llevan a la germinacion se desencadenen antes. La
escarificacion fisica posiblemente sea un mecanismo que modula la dindmica
poblacional en los agroecosistemas. Ello podria ser debido a la friccién de la arena
sobre las cipselas impulsada por el viento o por disturbio antrépico del suelo, factor que
ha resultado ser promotor de la emergencia de plantulas de H. annuus (Moody-Weis y

Alexander, 2007).

En regiones templadas, las semillas de las especies primavero-estivales que germinan en
primavera o en verano requieren exposicion a las bajas temperaturas del invierno para
salir de la dormicién (Baskin y Baskin, 1998). Esto explica por qué el almacenamiento a
bajas temperaturas durante un afio aumenté la germinacién de las semillas de H.
annuus. Esta respuesta también ha sido detectada en semillas de H. paradoxus
almacenadas por mds de un afio a 4°C (Van Auken, 2001). Estudios recientes

demuestran que las bajas temperaturas promueven la regulacién positiva y negativa de
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genes que participan en la sintesis de las giberelinas y que inducen la germinacion

(Yamauchi et al., 2004).

En funcién de estos resultados, el tipo de dormicioén de semillas de H. annuus silvestre
seria fisiologica. Estaria regulada por el balance entre el dcido absicico y el 4cido
giberélico en el embrién (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al,
2008) que aunque no fue evaluado en este trabajo, se comprobaria por la respuesta a la
luz y a la estratificacién, ambas vinculadas a la sintesis de acido giberélico. Sin
embargo, las semillas mostraron ademds una restriccion a la germinacién impuesta por
las coberturas maternas. Algunos estudios sugieren que la composicion de las
coberturas (ej: compuestos fendlicos) las harfan menos permeables a la entrada de
oxigeno y/o a la salida de inhibidores como el dcido absicico (Corbineau et al., 1989;

Debeaujon et al., 2000; Cousens et al., 2009).

El cruzamiento con un hibrido de girasol domesticado CL aument6 levemente la
germinacién especialmente en AAL, BAR y RCU. Estos resultados concuerdan con los
hallados por Snow et al. (1998) y Mercer et al. (2006a) quienes hallaron que la
germinacién de los hibridos silvestre por cultivado (tres poblaciones, tres materiales
domésticos) aumentaba con respecto a las poblaciones silvestres puras. A pesar de haber
demostrado un incremento en la germinacion debido al cruzamiento con materiales
domesticados, los autores citados previamente concluyen que el efecto del fondo
genético silvestre y de los materiales cultivados es variable. Esta conclusion también
concuerda con estos resultados ya que entre las poblaciones argentinas evaluadas se
encontré respuesta diferencial al tiempo de almacenamiento y a los sistemas de

acondicionamiento (Tabla 1.10).

El efecto genotipo (fondo genético silvestre) no sélo se comprob6 en el comportamiento
diferencial al almacenamiento en seco a 5°C y al acondicionamiento sino también en la
tasa de germinacion, encontrandose cruzamientos como la F1 de AAL, BAR y DIA que
disminuyeron el TG50 de las semillas mientras que las F1 de LMA y RCU no variaron

con respecto a la poblacion silvestre original (Tabla 1.11).

Si bien el cruzamiento con el hibrido cultivado aumenté ligeramente la germinacion, la

ruptura de dormicién por hibridaciéon no fue completa ya que, luego de seis meses de
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almacenaje seco en frio, la germinacién de las cinco F1 alcanzé sélo el 56% (Tabla 1.3),
encontrdndose una gran variacién entre las mismas. En la progenie con DIA y LMA
solo el 25% de las semillas se mantuvo dormida mientras que en el otro extremo,
cuando el parental femenino fue BAR, el 75% de las semillas permanecié dormida. Por
lo tanto, en mayor o menor medida una fraccién de las semillas de la progenie silvestre-
cultivado formarian parte del banco de semillas del suelo lo que incrementaria las
probabilidades que en las proximas generaciones prosiga la introgresién de genes del

girasol cultivado en las poblaciones silvestres.

Las semillas provenientes de cruzamientos silvestre-cultivado serdan predominantemente
dispersadas en dreas disturbadas (ej: agroecosistemas) donde se encuentren ambos
parentales. En tales impredecibles ambientes, la uniformidad en la germinacién puede
reducir la habilidad de persistir de esos hibridos. Por lo tanto, el comportamiento de las
semillas silvestre-cultivo que mds se parezca al de sus parentales silvestres serd el que
mads posibilidades de producir plantas hibridas que sobrevivan y se retrocrucen con

plantas de la poblacion silvestre (Landbo y Jgrgensen, 1997).

Cuando la relacion germinacién silvestre/germinacion hibridos es menor a 1 es posible
que un nimero desproporcionado de hibridos silvestre-cultivado crezcan dentro de una
poblacion silvestre debido a la mayor proporcién de semillas geminadas. Por el
contrario, cuando la relaciéon es mayor a 1, los silvestres predominaran. Por lo tanto,
poblaciones silvestres con baja germinacidn relativa sobre los hibridos corren mayor
riesgo de incorporar genes de cultivado (Mercer et al., 2006a). Asi por ejemplo si todas
las semillas activas de SIL y F1 germinaran en la primavera, AAL, LMA, RCU serian
las poblaciones con el mayor riesgo de incorporar la tolerancia a imidazolinonas. Si en
cambio, condiciones ambientales benignas del otofio permiten la germinacién de las
semillas de SIL y F1 activas luego de la cosecha, estas serian eliminadas por las bajas
temperaturas invernales por lo que sélo emergerian aquellas semillas que despertaron
luego de periodo invernal. Bajo este nuevo escenario LMA parece ser la unica

poblacion con riesgo de incorporar la tolerancia a imidazolinonas (Tabla 1.12).
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Tabla 1.12: Proporcién germinacién SIL: F1 bajos dos escenarios extremos. Escenario
1: todas las semillas activas germinan en la primavera luego de estar seis meses
invernando (G6). Escenario 2: sélo germina la proporciéon de semillas que despierta
luego del periodo invernal (G6-GO0), las que germinaron luego de la cosecha (GO) son
aniquiladas en el invierno.

Poblacién Go6 G6-GO Escenario 1 Escenario 2
AAL 43 28 0,44 0,65
AALF1 55 15 0,56 0,35
BAR 36 24 0,59 1,00
BARF1 25 0 0,41 0,00
DIA 97 20 0,56 0,95
DIAF1 75 1 0,44 0,05
LMA 59 44 0,44 0,46
LMAF1 75 52 0,56 0,54
RCU 46 27 0,47 0,69
RCUF1 51 12 0,53 0,31
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Capitulo 2 : SENSIBILIDAD A SULFONILUREAS E IMIDAZOLINONAS DE
POBLACIONES DE Helianthus annuus Y SUS HIBRIDOS CON UN GIRASOL
CL

Los herbicidas inhibidores de la enzima acetohidroxidcido sintasa (AHAS) -
imidazolinonas (IMI), sulfonilureas (SU), triazolopirimidinas (TP),
pirimidiltiobenzoatos (PTB) y sulfonil amino carbonil triazolinonas (SCT)- son muy
utilizados en el mundo debido a su amplio espectro de control de malezas, baja
toxicidad en mamiferos, alta selectividad y bajas dosis de aplicaciéon (Mallory-Smith y

Retzinger Jr., 2003, Arregui y Puricelli, 2008).

AHAS es una enzima situada en el cloroplasto que participa en la sintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina. Esta enzima esta
compuesta por dos subunidades, una mayor que es catalitica y otra menor que es
regulatoria. El sitio activo de la enzima se localiza en la interfase entre las dos
subunidades, cercano al sitio propuesto de unién de los herbicidas (Pang et al., 2002).
Las plantas susceptibles a este grupo de herbicidas rdpidamente cesan su crecimiento
por inhibicién de la division celular en las etapas G; y Gy y posteriormente llega la
muerte por inanicion. El agregado exdgeno de valina e isoleucina revierte la inhibicion
mitética (Rost y Reynolds, 1985). La sustitucién de un aminodcido en el sitio propuesto
de unién del herbicida resulta en el incremento de la resistencia de la AHAS a
imidazolinonas mientras que otras sustituciones incrementan la resistencia de la enzima
a sulfonilureas. Analizando la estructura de la AHAS se sugiere que estos herbicidas
interferirian en la accién de la enzima, uniéndose al canal de acceso del sustrato (Pang

et al., 2002; Duggleby et al., 2003).

Desde la aparicion del primer herbicida inhibidor de la AHAS, clorsulfurén, en 1982
hasta la actualidad no s6lo ha aumentado su utilizacién sino también la aparicién de
malezas tolerantes. Es asi que el nimero de malezas tolerantes a este grupo de
herbicidas supera las 100 especies vegetales en todo el mundo, siendo los herbicidas
con mayor nimero y con la mayor tasa de crecimiento de especies tolerantes (Heap,

2010).
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El descubrimiento de especies tolerantes a inhibidores de la AHAS ha llevado al
desarrollo y comercializaciéon de cultivos tolerantes a imidazolinonas. Esta tolerancia
ha sido incorporada a través de métodos convencionales de mejoramiento y se conoce
con el nombre de tecnologia Clearfield® (CL). En la actualidad se emplean maiz, colza,
arroz, trigo y girasol tolerantes a imidazolinonas (Tan et al., 2005), todos excepto la

colza comercializados en nuestro pais (BASF 2010).

El hallazgo de una poblacién de Helianthus annuus tolerante a imidazolinonas en un
lote en Kansas, luego de siete afos de tratamiento con imazetapir (Al-Khatib et al,
1998) llevo al desarrollo de girasoles CL que comenzaron a comercializarse en
Argentina en la campafia 2003 (Zollinger, 2003). Los hibridos CL se comercializan
junto a un herbicida de amplio espectro cuyo principio activo es imazapir y se lo conoce

con el nombre de Clearsol® (BASF, 2010).

La existencia de poblaciones de H. annuus naturalizadas en la region central de nuestro
pais y la posibilidad de originar hibridos fértiles con el girasol domesticado (Ureta et
al., 2008) genera un escenario en el que es probable la aparicién de hibridos silvestre-

cultivado tolerantes a imidazolinonas.

Un biotipo que posee resistencia cruzada es aquella maleza o cultivo que ha
evolucionado un mecanismo o mecanismos de resistencia a un herbicida y a su vez le
permite resistir otros herbicidas. Esta resistencia puede ocurrir en la misma o entre
familias de herbicidas y con el mismo o diferente sitio de accién. Por ejemplo, luego del
uso extensivo del herbicida A en un lote, se seleccioné un biotipo que a su vez fue

resistente a un herbicida B, que nunca habia sido aplicado en este lote (Gunsolus, 2002).

Hay vasta informacion sobre resistencia cruzada en especies tolerantes a herbicidas
inhibidores de AHAS. Por ejemplo, un biotipo de Stelaria media que fue colectado de
un lote luego de cuatro afios consecutivos de aplicacion de SU demostrd tener
resistencia cruzada a un herbicida de la familia de las TP (Hall y Devine, 1990).
También, cinco biotipos de Xanthium strumarium fueron colectados en lotes que habian
recibido aplicaciones repetidas de IMI, entre los cuales se detectaron dos biotipos que
mostraron resistencia cruzada a herbicidas de las familias de las IMI, SU y TP, dos

tolerantes a herbicidas de la familia de las IMI y uno tolerante a imazetapir (Sprague et
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al., 1997). Un biotipo de Amaranthus hybridus colectado en un lote con historia de uso
repetido de herbicidas inhibidores de AHAS, demostr6 una elevada tolerancia a
herbicidas de las familias de las SU, IMI, TP y PTB (Whaley et al, 2007). En otro
ejemplo, tres biotipos de Cyperus difformis que no fueron controlados con bensulfuron
(SU) mostraron respuestas variables a herbicidas de la familia de las SU e IMI. Uno de
ellos manifesté resistencia cruzada a otras dos SU y a una IMI, otro a una SU y a una

IMI y el tercero s6lo fue moderadamente tolerante a bensulfurén (Merotto et al., 2009).

En girasol, la mutacién introducida que proviene de la poblacidn de H. annuus tolerante
encontrada en Kansas (Al-Khatib er al., 1998) no sé6lo es conocida por su tolerancia a
herbicidas de la familia de las imidazolinonas sino que también ha mostrado resistencia
cruzada a herbicidas SU (clorimurdn, tifensulfurén) y TP (cloransulam). En esta
poblacion Baumgartner et al., (1999) encontré que el nivel de tolerancia decrecié de la
siguiente manera: imazamox > tifensulfurén > clorimurén > cloransulam. Otros
ejemplos de resistencia cruzada en girasol son las poblaciones de H. annuus encontradas
en South Dakota y Iowa que resultaron poseer tolerancia a imazetapir y a clorimuron

(White et al., 2002; Zelaya y Owen, 2004).

El cruzamiento entre H. annuus silvestre y el girasol domesticado CL no sélo podria
generar tolerancia a imazapir en las progenies silvestre-cultivado sino que estas podrian
tener resistencia cruzada a herbicidas de la misma familia o de familias que actian

sobre el mismo sitio de accion (ej: sulfonilureas).

En estudios de selectividad de herbicidas es comtn realizar bioensayos para diferentes
especies y/o principios activos a través de curvas de dosis-respuesta. Para analizar esta

informacion, se asume que la respuesta sigue una curva no linear especificada por la

funcién f , que es conocida a través de sus pardmetros, los que pueden ser diferentes
para diferentes curvas. Los modelos para curvas sigmoideas de dosis-respuesta mads

comunmente usados son logistico y Gompertz (Ritz y Streibig, 2005).

La funcidn logistica de cuatro pardmetros esta definida por la ecuacién 1:

f[x,(b,c,d,e)]=c+{d—c/1+exp [b(log(x) —log(e)]}
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Donde el parametro e es también conocido como ED50 y es la dosis efectiva de
herbicida capaz de reducir en un 50% el peso fresco o seco de una planta con respecto al
peso de la misma sin tratar con el herbicida, o que controla al 50% de los individuos
(DL50). Los pardmetros d y ¢ son el limite (peso) superior e inferior respectivamente.
El pardmetro b es la pendiente relativa alrededor de e. La funcidn logistica es simétrica
alrededor de e. Cuando el limite inferior tiende a cero, la funcién pasa a tener tres

pardmetros (b,d y e).

La funcidn logistica de tres pardmetros estd definida por la ecuacién 2:

FIx,(b,de)]=d/1+ exp [b( log(x) — log(e)]

La funcién Gompertz de cuatro pardmetros estd definida por la ecuacion 3:

f[x, (b, c,d, e)] =c+(d-c) exp{— exp[b(log(x) — )]}

Donde los pardmetros ¢ y d son el limite inferior y superior respectivamente, como en el
modelo logistico. El pardmetro b es la pendiente relativa alrededor de e y este dltimo es
el logaritmo del punto de inflexién. El modelo Gompertz no es simétrico. Al igual que
en el modelo anterior, si el limite inferior tiende a cero, la funcién pasa a tener tres

pardmetros (b,d y e).

La funcién Gompertz de tres pardmetros estd definida por la ecuacién 4:

F [x, (b, d, e)] =d exp{- exp[b(log(x) — €)]}

Figura 2.1: Curvas de dosis-respuesta simétricas y asimétricas. La figura de la izquierda
corresponde a una curva de dosis-respuesta simétrica (ecuacién 1 y 2). La figura de la
derecha corresponde a una curva de dosis-respuesta asimétrica (ecuacion 3 y 4). Origen:
Knezevic et al., (2007).

N
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Estos bioensayos de dosis respuesta pueden ser analizados utilizando la aplicacién drc
del paquete estadistico R, que se encuentra disponible en www.R-proyect.org (Ritz y

Streibig 2005; Knezevic et al., 2007).

La hipétesis es que la mutaciéon IMI es transferida a plantas silvestres mediante flujo
génico desde el cultivo y se expresa como una tolerancia a los herbicidas tipo
imidazolinonas (imazapir). Por ello, el objetivo fue realizar cruzamientos controlados
entre plantas silvestres y cultivares Clearfield® tolerantes a ese herbicida y estudiar la

sensibilidad al herbicida de los hibridos resultantes.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron conducidos en inverndculo (Departamento de Agronomia,

Universidad Nacional del Sur).

Experimento I

Para evaluar la respuesta a imazapir (Clearsol®) se realizaron cruzamientos controlados

entre poblaciones de girasol silvestre y un hibrido comercial tolerante a imidazolinonas.

En el primer experimento (2008), el germoplasma silvestre estuvo constituido por
plantas de cinco poblaciones silvestres representativas de H. annuus colectadas en la
region central argentina. Ellos fueron Rio Cuarto (RCU); Colonia Barén (BAR); Adolfo
Alsina (AAL); Diamante (DIA y Las Malvinas (LMA). El hibrido comercial utilizado
fue el DK3880 CL®.

La semilla de cada accesion fue regenerada mediante polinizaciéon controlada de
capitulos de 20-30 individuos que fueron protegidos de polen externo utilizando bolsas
de papel colocadas en el estado R4 (Schneiter y Miller, 1981). Para obtener semilla F1
se realizaron cruzamientos controlados entre las plantas silvestres y el cultivo. En el
estadio R4 se procedi6 a tapar los capitulos (n>20 por poblacion) y a partir de RS se
procedié a emascular y a polinizar diariamente con el hibrido CL hasta finalizar la

floracién (R6).
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Previo a la siembra, las semillas se colocaron en bandejas de plastico, entre papel
secante, en heladera a 5° C por un periodo de una semana (ISTA 2004). Se utilizaron
bandejas de pléstico para cria de plantines de 28 x 54 cm con 200 celdas. La siembra se
realizé utilizando sustrato a base de turba (GROW MIX®), disponiendo dos semillas
por celda. Con el objetivo de obtener una sola planta por celda, se eliminaron plantulas
en los casos en los que hubiese dos. Las plantas se mantuvieron en condiciones de

inverndculo hasta la finalizacién de los ensayos.

En el estadio de 2-4 hojas se procedid a aplicar el herbicida. La aplicacidn se realiz6 con
una mochila aspersora de presion manual provista con una pastilla tipo abanico plano
8001 utilizando un caudal de 175 1 ha™. Luego de cada aplicacidn, se excluyd el riego
durante 24 h para evitar el lavado del principio activo. Se utilizaron cuatro dosis del
herbicida imazapir (Clearsol®, 80g p.a. ha'l): 0,00X, 0,50X, 2,00X y 8,00X. La
velocidad de trabajo fue 0,7 m s-', se consideraron 0,6 m de ancho de labor y se utilizd

como tensiactivo Canoplus® en una concentracion de 0,05%.

Se utiliz6é un disefio completamente al azar con tres repeticiones en el que cada biotipo
estuvo representado por unidades experimentales con 6-8 plantas. Tres semanas después
de la aplicacién se determiné el efecto del herbicida a través de una escala visual de
fitotoxicidad que vari6 de O = sin dafio, 1 = 25% de dafio, 2 = 50% de dafio, 3 = 75% de
dafio y 4 = muerte del dpice. Los datos se expresaron como porcentaje de supervivencia
(Al-Khatib et al., 2000). Para la determinacion de la acumulaciéon de materia seca, las
plantas fueron separadas en parte aérea y raiz. Previo lavado manual de las raices ambas
fracciones fueron colocadas en estufa a 60°C durante una semana hasta peso constante y
posteriormente pesadas. La cuantificacién visual del dafio fue analizada mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Los datos de materia seca fueron analizados

mediante ANOVA doble. Las fuentes de variacion fueron: biotipos y dosis.

Experimento 11

Debido a la limitada cantidad de dosis ensayadas en el experimento I, la informacion
obtenida no pudo ajustarse a un modelo de regresiéon no lineal. Por esto, decidid

realizarse este nuevo ensayo.
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En el segundo experimento (2009), el germoplasma silvestre estuvo representado por
dos poblaciones silvestres de H. annuus, DIA y LMA. El hibrido comercial utilizado

fue el DK3880 CL®.

Se utiliz6 la misma metodologia de obtencién de las semillas de las poblaciones
silvestres y de sus progenies con el hibrido IMI-tolerante. Para la cria de plantines se

utilizaron bandejas de plastico de 24 x 54 cm con 128 celdas.

Se utilizaron ocho dosis de herbicida: 0,00X, 0,06X, 0,13X, 0,50X, 1,00X, 2,00X,
8,00X y 16,00X. La velocidad de trabajo, ancho de labor y la concentraciéon del
tensioactivo fue igual que en el experimento I. La aplicacion se realizé con una mochila
de presién constante operada a 21 kg cm™ utilizando una pastilla tipo abanico plano
8001 y un caudal de 105 1 ha”'. Bajo las condiciones de aplicacién se aplicaron 147
gotas cm?, predominando un didmetro inferior a 150 micrones. Luego de cada

aplicacion, se excluyé el riego durante 24 h para evitar el lavado del principio activo.

El disefo estadistico y el andlisis del efecto del herbicida siguieron la misma
metodologia descripta previamente. Para este experimento se determinaron las curvas
de dosis-respuesta utilizando el paquete drc (dosis response curves) del programa

estadistico R2.9.0 (2009).

Experimento II1

Para evaluar la respuesta cruzada a herbicidas de la familia de las sulfonilureas e
imidazolinonas se realizaron cruzamientos entre un hibrido comercial tolerante a

imidazolinonas y poblaciones silvestres de girasol.

El germoplasma silvestre utilizado estuvo constituido por dos poblaciones silvestres

AAL y DIA. El hibrido comercial utilizado fue el DK3880 CL®.

Se realizaron cruzamientos controlados entre H. annuus y el hibrido comercial CL,
utilizado como parental materno. Para ello, este dltimo fue emasculado y polinizado
diariamente, utilizando polen de plantas silvestres, utilizando la misma metodologia
descripta en el experimento II. La cria de plantines también fue segtin lo descripto en el

experimento II.
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En estadio de 2-4 hojas se procedié a la aplicacion de los herbicidas seleccionados
(Tabla 2.1) utilizando la mitad (0,5X) y el doble de la dosis comercial (2X). Las

condiciones de aplicacién fueron las descriptas para el experimento II.

Tabla 2.1: Herbicidas aplicados en poblaciones silvestres de H. annuus, el hibrido
comercial DK3880CL y cruzamientos silvestre-cultivado. p.a: principio activo, NC:
nombre comercial, 1,0X: dosis recomendada (CASAFE, 2007) y CULTIVOS en los que
se utilizan.

Herbici p.a p.a (g/ha)
erbicida L. NC CULTIVOS
nomenclatura quimica 0,5X 1,0X 2,0X
Sulfonilureas
Etil[((((4-cloro-6-metoxipirimidin-
Clorimuron 2- .
Etil illJamino)carbonil)amino)sulfonil] BACKUP 5,0 10,0 20,0 pasturas, soja
benzoato
Metil 4 iodo 2[3(4-metoxi-6-metil]
Iodo.sulfurf)n 1,3,5-triazina-2-il) 1,5 3,0 6,0 trigo
Metil Sodio ureidosulfurfonil]lbenzoato
Metil 2-[((((4-metoxi-6-metil-
Metsulfuron 1,3,5-triazina-2- .
Metil illamino)carbonil)amino)sulfonil] ESCORT 2’4 4’8 9’6 cebada, trigo
benzoato
N-[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-
triazina-2-il)-amino]carbonil]-2- | PEAK 75 maiz, sorgo,
Prosulfuron (3,3,3-trifluoropropil)-benceno WG 113 22,5 450 trigo
sulfonamida
3-(6-metoxi-4-metil-1,3,5-triazina
Triasulfuron | 2-il)amino)-1-(2-(2-cloroetoxi- | LOGRAN 3,8 7,5 15,0 trigo
fenilsulfonil)-urea
Imidazolinonas
. Acido 2-(4-isopropil-4-metil-5- girasol CL,
Imazaplr oxo-2-imidazolin-2-il)nicotinico CLEARSOL 40’0 80’0 160’0 cafia de azucar
Acido 5-etil-2-(4-isopropil-4- alfalfa, arveja,
Imazetapir metil-5-oxo-2-imidazolin-2- PIVOT 50,0 100,0 200,0|maiz CL, mani,
il)nicotinico soj a

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con tres repeticiones y unidades
experimentales de 6-8 plantas. Tres semanas después de la aplicacion se determind el
efecto del herbicida utilizando una escala visual de fitotoxicidad que varié de 0 = sin
dafio a 4 = muerte del dpice, los datos recolectados se expresaron como porcentaje de
supervivencia. Las partes aéreas de las plantas fueron colocadas en estufa a 60°C
durante una semana y pesadas para calcular la materia seca de las mismas. Los datos de

materia seca fueron analizados mediante ANOVA doble. Las fuentes de variacion
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fueron: biotipos y dosis entre los herbicidas. Dado que no existi6 interaccion entre las
poblaciones silvestres ni los cruzamientos cultivo-silvestre se formaron tres grupos:
poblaciones silvestres (SIL), hibrido comercial CL (IMI) y los cruzamientos cultivo-

silvestre (F1).

Los resultados fueron analizados con los paquetes estadisticos Infostat (2008) y R2.9.0

(2009).

RESULTADOS

Experimento I

Se encontraron diferencias altamente significativas entre biotipos y dosis aunque no se
detectd interaccion entre ambos para las tres variables consideradas (Tabla 2.2). Por lo
tanto, se separé la informacidn entre biotipos: cinco poblaciones silvestres y cinco
progenies silvestre-cultivo. Al realizar nuevamente el ANOVA no se detectd interaccion
entre las poblaciones silvestres y las dosis utilizadas, lo mismo sucedié cuando se
analizaron las F1. Por esto, se decidi6 agrupar la informacion por biotipo: poblaciones

silvestres (SIL) y progenie silvestre-cultivado (F1).

Tabla 2.2: Anélisis de varianza de la biomasa aérea, radicular y relacidn planta/raiz de
Helianthus annuus silvestre (SIL) y sus cruzas con un hibrido CL (F1) en funcién de
dosis crecientes de imazapir (Clearsol®).

Relacién

FV Biomasa aérea (mg) | Biomasa radicular (mg) planta/raiz
CM F CM F CM F
Modelo 5729,1 5,5 k¥ 2590,6 12,0 **| 11,8 7,0 **
biotipos (g) 23845,0 22,7 ** 9228,0 42,8 ** | 254 15,0 **
dosis (d) 4133,7 3,9 x¥ 2481,4 11,5 **| 15,1 8,9 **
g*d 1285,9 1,2 ns 487,4 23 ns | 3,9 2,3 ns
Error 1049,9 215,5 1,7

Los sintomas causados por el herbicida sobre las plantas fueron dependientes del
biotipo evaluado y de la dosis aplicada. Los materiales mds susceptibles, a pocos dias de
la aplicacion del herbicida, comenzaron a mostrar amarillamiento en hojas jévenes y
dpice de las plantas. Con el correr de los dias estos sintomas se agravaron,

manifestdndose necrosis en hojas y dpices, con la consecuente muerte de las plantas. Por
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el contrario, los materiales mas tolerantes mostraron sintomas solamente en las dosis
mds elevadas. Entre estos dos extremos se encontraron situaciones intermedias, plantas
con dafio severo en hojas superiores pero con el dpice sano, o plantas con necrosis
parcial de las hojas superiores y dpice sano, o plantas con manchas necréticas en las

hojas superiores y dpice sano.

Las plantas silvestres fueron afectadas con la dosis mds baja, sobreviviendo menos del
35% con la mitad de la dosis comercial del herbicida. Con las dosis elevadas el control
fue practicamente total. Por el contrario, los cruzamientos silvestre-CL aumentaron la
tolerancia a imazapir y fueron solo levemente afectados ain con el doble de la dosis
comercial, aunque no se diferenciaron del testigo. Asimismo, la dosis mas elevada s6lo
caus6 un 48% de mortandad de las plantas F1, diferencidndose significativamente del

testigo y de las dosis méas bajas que presentaron escasa mortandad (Tabla 2.3).

La biomasa por planta de los biotipos silvestres fue afectada con la dosis mas baja
(0,5X) que se diferenci6 significativamente del testigo. Aunque en términos absolutos la
biomasa por planta siguié disminuyendo con el incremento de la dosis no se apreciaron
diferencias estadisticas con la mitad de la dosis comercial. Contrariamente, la biomasa
de las plantas F1 fue poco afectada con el aumento de la dosis del herbicida. Si bien la
dosis mds alta disminuy6 el peso por planta, este efecto no fue estadisticamente

significativo.

La biomasa de raiz fue mdas sensible a la aplicacion del herbicida. En las plantas
silvestres, el peso de la raiz disminuy6 gradualmente con el aumento de la dosis. El
menor peso se registré con la dosis mas alta. La dosis mds baja fue significativamente
inferior al testigo. Las plantas F1 mostraron un comportamiento diferente. La biomasa
de sus raices en dosis 0,5X y 2X no se diferencié significativamente del testigo. La
relacion entre la biomasa de la planta y de la raiz también fue alterada por la aplicacién
de imazapir. Tanto los biotipos silvestres como sus respectivas F1 presentaron una
relacion planta/raiz cercana a dos, sin herbicida. Sin embargo, en las plantas silvestres la
relacion aumenté con la aplicacion del herbicida. En las plantas F1, solamente la dosis

mads elevada se diferenci6 significativamente del testigo.
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Tabla 2.3: Supervivencia, biomasa por planta y de raiz, y relacion planta/raiz (media +
error estandar) en plantas silvestres de Helianthus annuus (SIL) y su cruzas con un
hibrido comercial CL (F1) bajo cuatro dosis de imazapir.

Dosi

Biotipo o

0 0,5X 2X 8X

Supervivencia (%)
SIL 98,0+ 1,4a | 33,0£43b | 40+ldc | 1,0£04c
Fl 100,0+0,0a | 94,0+22a | 920+32a | 52,0+52b
Biomasa por planta (mg)
SIL 81,2+86a | 60,0+x6,6b | 548+66b | 469+65b
F1 954+70a | 97,7+54a | 935+72a | 77,3+52a
Biomasa por raiz (mg)
SIL 36,8+34c¢ | 224+26b | 18,0+3,1ab | 12,1+1,8a
F1 458+3,0b | 474+32b | 38,0+3,7ab | 31,1+28a
Relacién planta/raiz
SIL 22+0,1a |28+0,2ab | 3,3+04bc 42+07c¢
F1 22+0,1a 2,1+0,1a | 28+02ab | 29+03b

Letras distintas indican diferencias segtn las pruebas de Kruskal-Wallis y Tukey (p<0,05).

Experimento I1

Dado que se encontraron diferencias altamente significativas entre biotipos, dosis y la
interaccién entre ambos, para las tres variables consideradas (Tabla 2.4) se analizé la
informacion entre biotipos: dos poblaciones silvestres, dos progenies silvestre-cultivo y
el hibrido comercial. Al realizar nuevamente el ANOVA no se detectd interaccion entre
las poblaciones silvestres y las dosis utilizadas, lo mismo sucedid cuando se analizaron
las plantas F1. Por esto, se agrup6 la informacién por biotipo: poblaciones de H. annuus

silvestre (SIL), hibrido comercial CL, progenies silvestre-cultivado (F1).
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Tabla 2.4: Andlisis de varianza de la biomasa aérea, radicular y relacién planta/raiz de
Helianthus annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial CL y las progenies silvestre-
cultivado (F1) en funcién a dosis crecientes de imazapir (Clearsol®).

Relacién

FV Biomasa aérea (mg) Biomasa radicular (mg) planta/raiz
CM F CM F CM F
Modelo 102042,3 58,6 ** 14317,7 62 ¥x| 271 24 **
biotipos (g) 799750,5 459,0 ** 100357,7 433 k* | 445 40 **
dosis (d) 82840,8 47,5 ** 15634,0 67 **| 324 29 **
g*d 11970,5 6,9  ** 1368,1 59 *%| 219 20 **
Error 1742,6 231,9 1,1

El aumento en el ndmero de dosis evaluadas posibilitd la construccion de una curva de
dosis-respuesta para cada biotipo, hibrido comercial CL, poblaciones silvestres (SIL) y
sus respectivas cruzas (F1). En todos los casos, la informacién obtenida en el
experimento mostré un mejor ajuste con el modelo de regresién no lineal logistico, por

lo que se eligi6 trabajar con el mismo.

La evaluacién de la fitotoxicidad a través de la escala utilizada permitié construir una
curva de dosis-respuesta para cada biotipo cuyos pardmetros fueron significativamente
diferentes a cero. Como la supervivencia de los biotipos tendié a cero a medida que
aumentaba la dosis, el modelo que ajustd con los datos fue el logistico con tres
pardmetros donde c¢ (limite inferior de la curva) es cero. La prueba ANOVA de falta de
ajuste no fue significativa lo que indica que el modelo logistico con tres pardmetros

proporcioné una buena descripcion de los datos (Tabla 2.5).

58



Tabla 2.5: Pardmetros de las curvas dosis-respuesta de supervivencia en funcién de
dosis crecientes de imazapir (Clearsol®), para dos biotipos evaluados: Helianthus
annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial CL (IMI) y la progenie entre ambos (F1).

Genotipo Pardmetros | valor estimado | p-valor
bail 3.9 Hok
SIL dgy 100,0 ko
el 50x 107 %
br 4,5 Hk
F1 dg 994 $%
erl 3,2 Hk
DBimi 3.8 Hk
IMI dimi 100,0 o
Cimi 6,8 Hk
'ANOV A-prueba de falta de ajuste
F-valor p-valor
Modelo
DRC 0,88 0,60

'ANOVA para probar el ajuste a un modelo logistico con tres pardmetros.

Las poblaciones silvestres fueron las mds afectadas por el herbicida, manifestando una
dosis letal 50 (DL50=e) de 0,05 veces la dosis comercial de Clearsol®, la cual fue 64 y
136 veces menor que las dosis que controlaron el 50% de las plantas F1 y del hibrido
CL, respectivamente. El hibrido IMI-tolerante mostré el mayor nivel de tolerancia
mientras que las plantas F1 mostraron un comportamiento intermedio. La DL50 del
hibrido fue mds de dos veces superior a la de F1. El pardmetro b de las tres curvas fue
similar, lo que indica que la pendiente alrededor de e fue similar para los tres biotipos y
que la disminucién de la supervivencia de las plantas tuvo tasas similares para los

biotipos evaluados (Tabla 2.5; Figura 2.2).

Con respecto a la biomasa aérea, todos los pardmetros fueron significativamente
diferentes de cero. La prueba de falta de ajuste no fue significativa lo que indica que el
modelo logistico con cuatro pardmetros proporcioné una buena descripcién de los datos

(Tabla 2.6).

Los pardmetros entre los biotipos fueron variables. Si bien la biomasa aérea maxima (d)
entre las plantas silvestres y sus respectivas F1 fue similar, la biomasa aérea minima (c)

de estas tultimas fue un 74% superior que en los biotipos silvestres. Por otro lado, el
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hibrido comercial presenté una biomasa aérea maxima y minima ampliamente superior
a las plantas silvestres y F1, indicando que las plantas eran de mayor tamafio para el

mismo estadio fenolégico.

Figura 2.2: Supervivencia (%) de plantas en funcion de dosis crecientes de imazapir
(Clearsol®) para: Helianthus annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial CL (IMI) y la
progenie entre ambos (F1).
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Las curvas representan el modelo logistico con tres pardmetros (Ysy (%)=100,0/(1+(x/5,0¥10%*?); Yg,
(%)=99,4/(1+(x/3,2)*); Y11 (%)=100,0/(1+(x/6,8)*%).

El parametro e o ED50 fue minimo para los biotipos silvestres, solo 0,2X de la dosis
comercial disminuy6 al 50% la biomasa de estos individuos. Por el contrario, las F1 y el
hibrido comercial fueron mds tolerantes. Para reducir al 50% la biomasa aérea de las F1
y de IMI se necesitaron dosis 11 y 26,5 veces superiores a la requerida para SIL. A su
vez, el hibrido comercial fue mas 2,4 veces mads tolerante que sus progenies con los

biotipos silvestres.
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El pardmetro b de pendiente relativa alrededor de e fue minima en SIL y médxima en
IMI, lo que muestra que para los biotipos silvestres la disminucién de la biomasa fue
gradual, mientras que para el hibrido comercial fue mds abrupto. Las plantas F1

tuvieron un comportamiento intermedio (Figura 2.3).

Tabla 2.6: Pardmetros de las curvas dosis-respuesta de la biomasa aérea por planta en
funcién de dosis crecientes de imazapir (Clearsol®), para Helianthus annuus silvestre
(SIL), un hibrido comercial CL (IMI) y la progenie entre ambos (F1).

Genotipo Pardmetros | valor estimado | p-valor
bai 0.9 *r
. k
SIL Csil 4596
dsi 218,1 *k
e 02 *
br 1,4 *
FI Cg1 94,5 wk
dr 263,1 Hk
Cr1 2,2 o
bimi 3.1 *
. ek
IMI Cimi 169,1
imi 505,3 ok
Cimi 53 o
'ANOVA-prueba de falta de ajuste
F-valor p-valor
Modelo
DRC 0,38 0,97

'"ANOVA para probar el ajuste a un modelo logistico con cuatro pardmetros.
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Figura 2.3: Biomasa aérea (mg) en funcién de dosis crecientes de imazapir (Clearsol®)
para Helianthus annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial CL (IMI) y la progenie
entre ambos (F1).
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Las curvas representan el modelo logistico con cuatro pardmetros ajustado a la informacién recolectada
en el experimento (Ygy. (mg) =45,6+172,5/(1+(x/0,2)0’9); Yg (mg) =94,5+168,6/(1+(x/2,2)"4); Y (mg)
=169,14336,2/(1+(x/5,3)*").

La biomasa de las raices no siguié el mismo modelo para los tres biotipos. En las
poblaciones silvestres, las dosis mds altas llevaron la biomasa radicular practicamente a
cero por lo cual el modelo que ajusté fue logistico con tres parametros. Por el contrario,
para el hibrido IMI-tolerante y las progenies, la biomasa de las raices no se acercé a
cero aun en las dosis mds altas por lo que respondieron a un modelo logistico con cuatro
pardmetros. Las pruebas ANOVA de falta de ajuste fueron no significativas en ambos
casos (SIL y F1, IMI), lo que significa que los datos ajustaron a los modelos propuestos

(Tabla 2.7).

La ED50 fue minima para los biotipos silvestres, sélo 0,4X de la dosis comercial

disminuyé al 50% la biomasa radicular de esos individuos. Por el contrario, las F1 y el
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hibrido comercial fueron més tolerantes. Para reducir al 50% la biomasa aérea de las F1
y de IMI se necesitaron dosis 6,8 y 12,3 veces superiores, respectivamente, a la
requerida para SIL. A su vez, el hibrido comercial fue casi dos veces mas tolerante que

sus progenies con los biotipos silvestres (Tabla 2.7; Figura 2.4).

El pardmetro b, pendiente relativa alrededor de e, fue minima en SIL y maxima en IMI,
del mismo modo que con la biomasa aérea. En los biotipos silvestres la disminucién de
la biomasa radicular fue gradual, mientras que para el hibrido comercial fue mas

abrupta. Las plantas F1 tuvieron un comportamiento intermedio (Figura 2.4).

Tabla 2.7: Pardmetros de las curvas dosis-respuesta de la biomasa radical por planta en
funcién de dosis crecientes de imazapir (Clearsol®), para Helianthus annuus silvestre
(SIL), un hibrido comercial CL (IMI) y la progenie entre ambos (F1).

Genotipo Pardmetros | valor estimado | p-valor
b 0,7 ok
SIL dg 87,3 Hk
Ssil 0,4 o
bk 1,5 *
FI Cg1 33 . 1 *
dr 98,5 ok
€1 2,7 *
Bimi 1,9 ok
. sk
IMI Cimi 41,7
i 186,2 ok
Cimi 49 o
'ANOVA-prueba de falta de ajuste
Modelo
DRC F-valor p-valor
SIL 0,28 0,92
F1, IMI 0,80 0,61

'ANOVA para probar el ajuste a un modelo logistico con tres pardmetros (SIL) y con cuatro pardmetros
(F1, IMI).
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Figura 2.4: Biomasa radicular (mg) en funcién de dosis crecientes de imazapir
(Clearsol®) para dos biotipos, Helianthus annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial
CL (IMI) y la progenie entre ambos (F1).
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Las curvas representan el modelo logistico con tres (SIL) y cuatro (F1, IMI) pardmetros ajustado a la
informacién recolectada en el experimento (Ygy. (mg) =87,3/(1+(x/0,4)*"); Yy (mg)
=33,1+65,4/(1+(x/2,7)"); Yiur (mg) =41,7+144,5/(1+(x/4,9)").

La relacién entre la biomasa aérea y la biomasa de la raiz también fue alterada por la
aplicacién de imazapir. Por un lado, las plantas F1 y el hibrido CL no modificaron esa
relacion con el aumento de la dosis. Por el contrario, en las plantas silvestres la relacién
aument6 con el aumento de la dosis, detectindose diferencias significativas a partir de
8X. Esta relacién se hizo mdxima a 16X donde la relacién planta/raiz fue cinco veces

mayor que en el control (Tabla 2.8).
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Tabla 2.8: Relacién planta/raiz (media + error estandar) en funcién de dosis crecientes
de imazapir (Clearsol®) para dos biotipos de girasol, Helianthus annuus silvestre (SIL),
un hibrido comercial CL (IMI) y la progenie entre ambos (F1).

BIOTIPO
DOSIS
SIL F1 IMI
0,00X 25+0,1a 28+0,1 | 2,6+01
0,06X 25+02a 2,7+01 | 2,8+02
0,13X 25+02a 26+01 | 2,8+02
0,50X 25+02a 28+0,1 | 2,802
1,00X 29+0,1a 23+£0,3 | 2,7+0,1
2,00X 4,6 + 0,8 ab 25+02 | 3,0+01
8,00X 6,5+ 1,0b 24+03 | 3,0+02
16,00X 12,6+ 1,3 ¢ 26+£02 | 3,3+03
ANOVA ok ns ns

Experimento II1

Todas las sulfonilureas utilizadas, atin en la dosis mas baja, produjeron una mortandad
de plantas mayor al 80% tanto para los tres genotipos evaluados. El iodosulfuron y
prosulfuron fueron los herbicidas que causaron los mayores dafios sobre las plantas con

un promedio de mortandad mayor al 99% para todos los genotipos (Tabla 2.9).

La sulfonilurea clorimuron fue la que menos afectd al girasol aunque presentd un
promedio de mortandad de 92% y 95% para la menor y mayor dosis, respectivamente.
El hibrido CL fue el biotipo con mejor comportamiento a este herbicida ya que atin
utilizando el doble de la dosis comercial, mds del 16% de las plantas no fueron
afectadas. Las F1 mostraron més dafio que girasol CL aunque a media dosis sobrevivio,
en promedio, un 7% de las plantas. Las poblaciones silvestres presentaron mds de 97%

de mortandad con la dosis mas baja.

El metsulfuron causé una mortandad superior al 99%, para todos los genotipos, al doble
de la dosis comercial. Aunque a media dosis las poblaciones silvestres mostraron cierto
grado de tolerancia al herbicida con més de un 6% de individuos que sobrevivieron al

herbicida. El hibrido CL fue eliminado con la menor dosis del herbicida. Mientras que
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las F1 tuvieron un comportamiento intermedio entre los grupos anteriores, con mas de

un 3% de individuos que no fueron afectados.

El triasulfuron causé una mortalidad total de las plantas al doble de la dosis y para los
tres genotipos. A mitad de dosis, el hibrido CL y las FI mostraron mas de un 5% de

individuos que no fueron afectados por el herbicida.

Como era de esperar, las F1 y el hibridos CL tuvieron un mejor comportamiento frente
a las imidazolinonas. Aunque la mortalidad de plantas con imazetapir fue ampliamente
superior que con imazapir, éste no tuvo un control aceptable sobre el hibrido comercial
ni sobre sus progenies atn en la dosis mas alta, mientras que la mortalidad de plantas en

poblaciones silvestres fue practicamente total a media dosis.

A mitad de dosis, el imazetapir no afecté al hibrido CL, los cruzamientos mostraron
mads del 44% de individuos tolerantes mientras que las poblaciones silvestres fueron
totalmente susceptibles. Al doble de dosis, el porcentaje de individuos tolerantes
descendientes de cruzamientos disminuyé al 12%, mientras que para el hibrido CL fue

mas del 50%.

Analizando el efecto de los herbicidas sobre la materia seca, se detectd efecto altamente
significativo entre biotipos, dosis y la interaccidn entre ambos, para todos los principios

activos evaluados, excepto para imazetapir que no mostro interaccién biotipo-dosis.

En concordancia con la informacion de fitotoxicidad, la materia seca disminuyé
significativamente con la aplicacion de las sulfonilureas utilizadas. Los biotipos
sometidos a la aplicacién de las imidazolinonas no respondieron de la misma forma

(Figura 2.5).

El peso inicial de cada genotipo fue significativamente diferente. Las plantas del girasol
cultivado tuvieron mayor peso que las plantas F1 y estas a su vez fueron mas pesadas
que las plantas del girasol silvestre. Sin embargo con todas las sulfonilureas utilizadas,
la biomasa por planta del hibrido comercial CL disminuyé a una mayor tasa que en

los otros dos biotipos, al aumentar la dosis de herbicida.
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La materia seca del girasol cultivado y de las F1 no se vio afectada con el aumento de
las dosis cuando se aplicé imazapir o imazetapir. Sin embargo el biotipo silvestre sufrid
modificacién de su biomasa por planta cuando se aument6 la dosis. Con imazapir la
disminucién fue gradual, detectindose diferencias s6lo entre las dosis extremas. Por el
contrario, con imazetapir la disminucién de la materia seca fue abrupta, disminuyendo a

menos de la mitad con 0,5X.
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Tabla 2.9: Supervivencia (media + error estdndar) de siete principios activos pertenecientes a las familias de las sulfonilureas e imidazolinonas sobre biotipos
silvestres de Helianthus annuus (SIL), un hibrido comercial tolerante a imidazolinonas (IMI) y las progenies entre ambos (F1).

BIOTIPO
Herbicida Dosis
SIL F1 IMI
Testigo 0X 99,5+0,5 99,6 +04 100,0 £ 0,0
. 0,5X 2,616 7,0+1,9 19,6 £5,2
Clorimuron
2,0X 0,6 £0,6 27+1,0 16,7 £ 4,0
Todosulfuron 0,5X 0,0+0,0 04 +04 0,8 +0,8
2,0X 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Metsulfuron 0,5X 6,629 3,5+1,3 0,0+0,0
2,0X 0,0+0,0 04+04 0,0+0,0
0,5X 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Prosulfuron
2,0X 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
. 0,5X 0,0+£0,0 75+1,8 6,4+2,0
Triasulfuron
2.0X 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
. 0,5X 3,0+£1,3 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
Imazapir
2,0X 0,0+0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
. 0,5X 0,0+0,0 44,0+5,8 97,5+2,5
Imazetapir
2,0X 0,6 £0,6 12,0+ 3,1 51,7+5,0
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Figura 2.5: Materia seca (mg) de plantas de Helianthus annuus silvestre (SIL), un hibrido comercial CL
(IMI) y la progenie entre ambos biotipos (F1) bajo tres dosis y siete herbicidas de las familias de las

sulfonilureas e imidazolinonas.
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Letras diferentes indican diferencias segun la prueba de Tukey (p<0,05).
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DISCUSION

La supervivencia, la biomasa aérea y radicular respondieron a la aplicacién de dosis
crecientes de imazapir (Clearsol®). La biomasa radical fue mds sensible que la biomasa
aérea a la aplicacion del herbicida, particularmente en los biotipos silvestres de girasol,
lo que se reflejé en un cambio de la relaciéon biomasa aérea/biomasa radical en las

plantas (Tabla 2.3 y 2.7).

En los dos ensayos de dosis-respuesta, los resultados obtenidos fueron coincidentes.
Ambos demostraron susceptibilidad de los biotipos silvestres de H. annuus a bajas dosis
de imazapir. La dosis recomendada de este herbicida para el control de malezas en
girasol elimind totalmente las plantas de girasol silvestre. El hibrido comercial CL fue
el biotipo mas tolerante manifestando una DL50 136 veces mayor que la obtenida sobre
los biotipos silvestres. Resultados similares se obtuvieron sobre plantas de H. annuus
silvestre tolerantes a imazetapir en un lote en Kansas, las cuales fueron 170 veces mas
tolerantes que plantas de girasol silvestre no expuestas a la seleccién por el herbicida
(Al-Khatib et al., 1998). Aquella poblacién se utilizé para transferir la tolerancia al
girasol cultivado. Otra poblacidn resistente a imazetapir encontrada en lowa fue 77

veces mds tolerante que el control sin seleccion (Zelaya y Owen, 2004).

Tanto el primer experimento como el segundo, demostraron que el cruzamiento de
plantas silvestres con el hibrido CL aumentd la tolerancia a imazapir, aunque la
tolerancia fue menor que la del hibrido IMI-tolerante. Esto pudo se apreciar mediante la
escala visual de dafio y la acumulacién de biomasa aérea o radicular de las plantas
(Figuras 2.2 a 2.4). Estos resultados coinciden con los formulados por Bruniard y Miller
(2001) quienes evaluaron generaciones avanzadas de un hibrido entre HA89 e
individuos de la fuente de tolerancia de Kansas. Ellos concluyeron que la tolerancia
estaria gobernada por dos genes, uno mayor y un segundo con efecto modificador y que
los genotipos intermedios, donde s6lo uno los parentales es homocigota dominante para
ambos genes, no alcanzarian la mixima tolerancia ya que ambos loci quedan en

heterocigosis.

En un trabajo realizado utilizando materiales de girasol domesticado con las seis

combinaciones de los dos genes de tolerancia propuestos por Bruniard y Miller (2001),
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se evalud el crecimiento de las raices sobre medios de cultivo con concentraciones
crecientes de imazapir. La mayor tolerancia fue para el material homocigota dominante
para los dos genes, tolerancia intermedia para el material heterocigota para ambos genes
y la mayor susceptibilidad para el material homocigota recesivo para los dos genes
(Breccia et al, 2010). Alli la concentracion mads alta utilizada fue 10 uM, que
equivaldria a 4X. En esta concentracion se observd una disminucion en la longitud de la
raiz principal y de las raices secundarias que se agudiz6 en el genotipo intermedio,
mientras que en el genotipo susceptible las raices desaparecieron. Estos resultados son
similares a los obtenidos en el presente trabajo ya que la biomasa radicular del hibrido
tolerante disminuy6 en un 40%, la F1 lo hizo en mas de un 60% y los biotipos silvestres
disminuyeron la biomasa radicular en més de un 84% con respecto al control (Figura

2.4).

Sin embargo y de acuerdo a la ecuacidn de regresion obtenida en el segundo ensayo
(Figura 2.2), la dosis de herbicida necesaria para obtener un control adecuado (>90%)
de las plantas F1 serfa mayor a 5 veces la dosis comercial 0 416 g p.a ha”'. Ademis del
aumento del costo de produccién que esto conlleva, el incremento en la dosis podria
acarrear consecuencias sobre los cultivos siguientes, como dafio por fitotoxicidad
debido a la residualidad en el suelo, que puede perdurar hasta dos afios (Flint y Witt,
1997; Istilart, 2002; Ulbrich et al., 2005; Moyer et al., 2010). Dado que para evitar estos
inconvenientes suele recomendarse rotar con otro cultivo IMI-tolerante, esto actuaria
como un proceso de selecciéon de malezas tolerantes (Hall y Devine, 1990; Sprague et
al., 1997; Whaley et al., 2007). Por lo tanto, la aplicacién en términos econdémicos y

ecoldgicos seria desaconsejada.

En el ensayo de resistencia cruzada, el hibrido comercial CL tuvo buen comportamiento
frente a imazapir. A su vez, toler6 media dosis de imazetapir y mas de un 50% de las
plantas sobrevivieron al doble de la dosis comercial. Esta respuesta confirmaria que la
mutacion natural que fue transferida al girasol cultivado confiere resistencia cruzada a
otros herbicidas dentro de la misma familia, tal como ha sido demostrado por
Baumgartner et al., (1999) y Sala et al., (2008a), quienes evaluaron girasol resistente a
imazetapir y encontraron tolerancia a imazamox. Sin embargo, esa resistencia cruzada

no garantiza que este biotipo sea tolerante a todas las imidazolinonas, ya que la misma
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linea que habia sido tolerante a imazamox, imazapir e imazetapir resultd ser susceptible

a imazapic (Tabla 2.10).

Si bien la mutaciéon presente en el hibrido CL es conocida por producir amplia
resistencia cruzada a inhibidores de AHAS (Tranel y Wright, 2002, Sala et al., 2008a),
esto no pudo corroborarse en este ensayo ya que el hibrido IMI-tolerante mostrd
tolerancia solamente a imazapir e imazetapir. Sin embargo, el cultivar DK3880CL
también tuvo leve tolerancia a clorimuron: aplicando dos veces la dosis comercial se
obtuvo una supervivencia cercana al 20% de las plantas. Esta leve tolerancia puede
atribuirse a la mutacion natural de la enzima AHAS, ya que la poblacién de H. annuus
de donde provino la tolerancia también manifesté una DL50 dos veces superior a una
poblacion control (Baumgartner et al., 1999). Otras dos poblaciones de H. annuus
silvestre de South Dakota y Iowa mostraron tolerancia cruzada a imazetapir y
clorimuron, aunque en Iowa la tolerancia a clorimuron fue superior a la de

imidazolinona (White et al., 2002, Zelaya y Owen, 2004, Tabla 2.10).

Todas los sulfonilureas e imidazolinonas utilizadas demostraron un control adecuado
sobre los biotipos silvestres de H. annuus. Sin embargo, los herbicidas clorimuron,
metsulfuron e imazapir, a baja dosis, no eliminaron la totalidad de plantas de H. annuus
silvestre. Esto podria indicar que las poblaciones argentinas de H. annuus poseen
naturalmente la mutacién de la enzima que fue incorporada al girasol domesticado y que
se conoce como tecnologia Clearfield® (Miller y Al-Khatib, 2002) o bien una mutacién
distinta encontrada en poblaciones de H. annuus silvestre del norte de Kansas, que le

confiere tolerancia a sulfonilureas (Miller y Al-Khatib, 2004).

Las plantas F1 tuvieron un comportamiento intermedio entre los biotipos silvestres y el
hibrido comercial CL frente a los herbicidas utilizados. Con respecto a las
imidazolinonas y como se demostr6 en los ensayos, toleraron dos veces la dosis
comercial de imazapir y a su vez mas 10% de plantas sobrevivieron a igual dosis de
imazetapir. Algunos individuos también sobrevivieron a clorimuron y triasulfuron. Esta
menor tolerancia que el hibrido CL a imazetapir y a clorimuron serfa nuevamente
causada por los genes de tolerancia en estado de heterocigosis (Bruniard y Miller,

2001).
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De estos resultados se desprende que las plantas F1 derivadas del cruzamiento entre
cultivares IMI-tolerantes y biotipos silvestres de H. annuus no podrian ser controladas
con las dosis recomendadas de imazapir ni imazetapir, por lo que podrian convertirse en
potenciales malezas en cultivos de girasol y maiz CL. En el caso del maiz CL, los
herbicidas que se utilizan son On Duty® y Lightning®, este dltimo es una mezcla de
imazapir e imazetapir, por lo tanto la dosis comercial no lograria controlar malezas

derivadas del cruzamiento girasol silvestre-cultivo CL.

La incorporacién de tolerancia a imidazolinonas en los cultivos es una tecnologia
valiosa para el manejo de malezas, por la eficacia sobre un amplio espectro de especies,
bajas dosis de uso y baja toxicidad en mamiferos de estos herbicidas (Tranel y Wright,
2002). Sin embargo, deberia alternar o combinarse el uso de estos herbicidas con otros
que posean diferentes mecanismos de accién para propiciar una mayor eficacia y
duracién de esta tecnologia. La combinacién de herbicidas es una estrategia valiosa ya
que si multiplicamos la probabilidad de que aparezca una mutacién para cada uno de los
herbicidas, el resultado es una probabilidad tan baja que supone un retraso de la
aparicion de resistencia por muchas mds generaciones (Powles et al., 1997). Es asi que
la resistencia a glifosato de Euphobia heterophylla en cultivos de soja en Argentina ha
promovido el estudio de combinaciones de herbicidas con distintos mecanismos de
accion, siendo glifosato mas lactofen e imazetapir mas lactofen los que mostraron los
mejores resultados (Vidal et al., 2010). En Espafia se detectaron 13 biotipos resistentes
de Sinapis alba a tribenuron-metil en lotes de trigo. La imposibilidad de controlar esta
maleza con dosis comerciales del herbicida sumada a la resistencia cruzada a otros
herbicidas inhibidores de la AHAS, llevé a los autores a proponer la combinacién de
tribenuron-metil con MCPA o mecoprop-p (Rosario et al., 2011). Estas practicas junto
con otras como la rotacion de cultivo, combinacion de distintos sistemas de labranza,
monitoreo de los lotes y limpieza de la maquinaria serian ttiles no sélo sobre malezas
resistentes sino como estrategia de manejo integrada para minimizar la probabilidad de

aparicion de resistencia (Powles et al., 1997; Barberi, 2004).
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Tabla 2.10: Estudios sobre resistencia cruzada de Helianthus annuus a herbicidas inhibidores de AHAS. R/S: relacion entre DL50 del genotipo tolerante y el
susceptible. En el caso N° 2 la relacién R/S estd basada en [50 (inhibicién del 50% de la actividad enzimética).

N| Material genetico Orlgen'del Mutacién | Herbicidas X (g Dosis (n) R/S  Valoracién' Cita
material p-a/ha)
" 1 1mazamox 43,7 309,5 T
N annuus_m vestre' Rossville, Kansas clorimuron 11,0 2,0 T Baumgartner et al.,
1 | resistente a imazetapir (USA) Natural | 1999
(Al-Khatib et al 1998) tifensulfuron 4.4 3,3 T
cloransulam 14,0 1,4 T
H. annuus silvestre
) con p9s1ble reS}stenma Howard, South Natural 1ma?etap1r 70,0 5 39,0 T White ef al., 2002
a 1mazetapir y Dakota (USA) clorimuron 13,0 9,0 T
clorimuron
H. annuus silvestre
con posible resistencia Cherokee. 1 imazetapir 70,0 77,2 T
3 a imazetapir, er(OUgi) owa Natural | clorimuron 8,6 8 96,9 T Zelaya y Owen, 2004
imazaquin, clorimuron
y tifensulfuron
1mazamox 50,0 T
imazapic 50,0 2 T
Linea endocriada, Venado Tuerto, . imazapir 80,0 2 T
4 CLHA-Plus Santa Fe (ARG) Inducida clorsulfuron 12,5 ne S Sala et al., 2008a
metsulfuron 3.6 1 S
tribenuron 15,0 S
imazamox 50,0 T
L docriad imazapic 50,0 2 S
inea endocriada . .
i ’ Fargo, North 1mazapir 80,0 T
5| RHA426 (ld)erlvada de Dakota (USA) Natural clorsulfuron 1.5 nc T Sala et al., 2008a
metsulfuron 3,6 1 MT
tribenuron 15,0 MT

! Valoracién realizada por los autores: Tolerante (T), moderadamente tolerante (MT), susceptible (S)

2
nc: no corresponde
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Capitulo 3: CARACTERIZACION MOLECULAR DE POBLACIONES
SILVESTRES DE Helianthus annuus Y SUS F1 CON UN CULTIVAR
TOLERANTE A IMIDAZOLINONAS

La acetohidroxidcido sintasa (AHAS) o acetolactato sintetasa (ALS) es una enzima
esencial en la sintesis de los aminodcidos ramificados valina, leucina e isoleucina en
plantas. AHAS cataliza la conversién de piruvato en 2-acetolactato que participa en la
biosintesis de valina y leucina y también convierte el 2-cetobutirato en 2-ceto-2-

hidroxibutirato, que interviene en la sintesis de isoleucina (Duggleby y Pang, 2000).

La sustitucion de una base en los genes que codifican para AHAS puede cambiar la
tolerancia a herbicidas inhibidores de esta enzima (Tan et al, 2005). Por ejemplo, en
Arabidopsis thaliana la mutacién natural de adenina por guanina en el codén 653 causo
el cambio del aminodcido serina a asparagina que otorgd 100 veces mds resistencia a
imazapir que el genotipo control (Sathasivan et al., 1991). En Xanthium sp. la mutacion
natural de alanina por treonina en el codén 133 otorgé tolerancia a imazetapir mientras
que el cambio de triptéfano por leucina en el codén 552 otorgd tolerancia a todos los
inhibidores de AHAS evaluados (Bernasconi et al., 1995). En Ambrosia artemisiifolia
una mutacidon espontinea en el codén 574 que sustituyd triptéfano por leucina otorgd
resistencia a cloransulam (Patzoldt et al, 2001). Un caso reciente es el de Salsola
tragus, una maleza importante en Canad4, en la cual las mutaciones naturales en los
codones 574, leucina por triptéfano y 197, glutamina por prolina, confirieron a esta
especie tolerancia a sulfonilureas, transformandola en una especie de dificil control en

trigo (Warwick et al., 2010).

En girasol, la tolerancia a imidazolinonas fue descubierta en Kansas (EEUU) en 1996 en
un lote que habia estado siete afios en monocultivo de soja y bajo la utilizacién continua
de imazetapir. Se identificé un biotipo de Helianthus annuus que fue 170 veces mads
tolerante que un biotipo susceptible. El incremento en la tolerancia a imidazolinonas fue
atribuido a la disminucién en la sensibilidad de la enzima AHAS al herbicida (Al-

Khatib et al., 1998).

Evaluando generaciones avanzadas del cruzamiento entre la linea pura HA89 y la

poblacién resistente a imidazolinonas de Kansas, se estim6 que la tolerancia estaria
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gobernada por dos genes, un gen mayor con efecto semidominante (Imrl) y un segundo
gen con efecto modificador (Imr2) cuando el primero estd presente (Bruniard y Miller,

2001).

Kolkman et al., (2004) identificaron tres genes que codifican para la enzima, AHASI,
AHAS2 y AHAS3. No se encontrd polimorfismo en el gen AHAS?2 entre los materiales
tolerantes y susceptibles a imidazolinonas y sulfonilureas. A su vez, hallaron que una
mutacién en el codén 205 del gen AHASI1 conferia la tolerancia a imidazolinonas,
mientras que una mutacién en el codén 197 conferia tolerancia a sulfonilureas. Los
autores también desarrollaron iniciadores (primers) para detectar variantes alélicas en un
microsatélite ligado al AHASI. Esta misma substitucién de valina por alanina en el
codon 205 también fue hallada en otra poblacién de Helianthus annuus silvestre
colectada en South Dakota que habia resultado tolerante a imazetapir y clorimuron

(White et al., 2003).

Recientemente investigadores argentinos han logrado, mediante mutagénesis inducida
sobre lineas elite de girasol, una variante en el codén 122 del gen AHAS1 que produce
en plantas poseedoras del nuevo cardcter, mayores niveles de tolerancia y mayor
selectividad a imidazolinonas que la tecnologia Clearfield® tradicional (Sala et al.,
2008a). Este nuevo gen, denominado CLHA-plus, estard disponible en variedades

comerciales en la campafia 2010-2011 (BASF, 2010).

Los primers desarrollados por Kolkman er al, (2004) permitirian confirmar la
incorporacién de la tolerancia a imidazolinonas en progenies entre H. annuus silvestre y
un hibrido CL y también serviria para explorar la presencia de esta mutacion natural en

poblaciones de girasol silvestre argentinas.

Por lo tanto, serfa posible caracterizar molecularmente las plantas tolerantes y no
tolerantes al herbicida, ya que difieren en alelos que codifican variantes de la enzima
AHAS. El objetivo del presente capitulo es lograr una identificacion mediante
marcadores moleculares, que permita determinar eficazmente si en una poblacién

silvestre hay resistencia al herbicida.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para evaluar la transferencia del caracter tolerancia a imidazolinonas hacia las
poblaciones silvestres, se realizaron cruzamientos manuales entre individuos silvestres

de H. annuus y un material comercial tolerante a imidazolinonas.

El germoplasma silvestre utilizado estuvo constituido por cinco biotipos silvestres
representativos de H. annuus colectados en la regién central argentina. Rio Cuarto
(RCU); Colonia Barén (BAR); Adolfo Alsina (AAL); Diamante (DIA) y Las Malvinas
(LMA).

El material domesticado utilizado estuvo constituido por el hibrido comercial DK3880
CL®, cedido por Agronomia Lind6n y las lineas endocriadas HA89, HAR2, HAR3,
HAR 5, HA369 y RHA274. Estas lineas, provistas por investigadores de EEA INTA
Balcarce, han sido ampliamente utilizadas en el mejoramiento genético del girasol en el

pais.

Durante la campafia 2004-2005, previo a la siembra, las semillas se colocaron en
bandejas de plastico, entre papel, en heladera a 5° C por un periodo de una semana, con
el objeto de romper la dormicién y aumentar el porcentaje de germinacién (ISTA 2004).
Se utilizaron bandejas de plastico de 28 x 54 cm, con 200 celdas para cria de plantines.
La siembra se realiz6 utilizando sustrato de lombricompuesto, disponiendo dos semillas
por celda. La cria se realizé durante 30 dias luego de la emergencia, en un invernadero
climatizado, utilizando condiciones de luz natural y 25-27° C. El trasplante se efectud

cuando las plantas tenian 4-6 hojas y una altura aproximada de 10 cm.

El jardin comun se realizé en el campo experimental del Departamento de Agronomia
de la Universidad Nacional del Sur. Las plantas se dispusieron agrupadas por biotipo, en
lineas distanciadas a 2,10 m entre si, con una separacion entre individuos de 0,25 m. Se
utiliz6 un sistema de riego presurizado compuesto por tuberias emisoras (m.c. UNE 68-

076) operado en concordancia con las necesidades del cultivo.
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Los cruzamientos controlados se realizaron tapando capitulos antes de la floracion (en
R4, considerando por analogia la escala de Schneiter y Miller 1981) de plantas de los
cinco biotipos. Durante 4 a 7 dias posteriores al tapado y hasta completar la floracién de
todo el capitulo (R6) se polinizé6 manualmente 2 6 3 veces, utilizando polen de plantas
del hibrido comercial tolerante a imazapir DK3880CL®. También se realiz6 un
cruzamiento como control entre la linea susceptible HA89 y el hibrido comercial

tolerante DK3880CL®.

Las semillas cosechadas sobre plantas silvestres (F1) fueron sembradas en bandejas de
pléstico y criadas hasta el estadio de cuatro hojas. En ese momento fueron pulverizadas
con imazapir (Clearsol®) al doble de la dosis recomendada (80 g p.a/ha) utilizando una
mochila aspersora con una boquilla Teejet® 8002. La sintomatologia fue registrada 15
dias posteriores a la aplicacion. Las plantas sobrevivientes fueron trasplantadas al

campo y retrocruzadas con el hibrido comercial (R1).

Marcadores microsatélites

Se colectaron hojas jévenes de las cinco F1 (50), R1 (20), biotipos silvestres (250),
lineas endocriadas, hibrido comercial y la cruza HA89 x DK3880CL® (10). Las hojas
fueron almacenadas en un ultra-freezer (-70 °C). Las muestras fueron liofilizadas y

molidas manualmente.

Las extracciones de ADN genémico se realizaron mediante un método CTAB
(CIMMYT, 2006). Las modificaciones sobre el protocolo propuesto fueron: el material
molido inicial fue de aproximadamente 100 mg (un tercio del material sugerido en el
protocolo original), por lo tanto, el resto de los reactivos utilizados también fueron
reducidos a un tercio y no se utilizO6 ARNasa. El ADN gendmico obtenido fue
cuantificado utilizando un espectrofotémetro y leyendo absorbancia a longitudes de
onda de 260 (A260) y 280 nm (A280). Para determinar la calidad de ADN se utiliz6 la
relacion A260/A280 y se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% (Figura
3.1). La concentracion de ADN se calculé utilizando la siguiente férmula: [ADN] =

A260 x factor de dilucién x 50 ng/ul.

78



Figura 3.1: ADN gendémico de plantas de Helianthus annuus silvestre obtenido con el
método CTAB. La banda intensa de alto peso molecular indica que el ADN no se
encuentra degradado.

La evaluacién molecular de tolerancia a imidazolinonas se realizé utilizando un
marcador microsatélite (SSR) que permite identificar variantes alélicas en el gen
AHASI. Se utilizaron los primers pAHAS16/17 y pAHAS18/19 desarrollados por
Kolkman et al., (2004). Se establecié la temperatura de hibridacién (TA) para cada
primer. En un volumen final de reaccién de 20 pl se colocaron: buffer PCR Gibco 10X;
Cl2Mg (2,5 mM), dNTP (0,125M cada uno), primers F y R (5,5 pmol cada uno), 1
unidad de Taq polimerasa y 60 ng de ADN genémico, se llevé a volumen con agua ultra
pura. Para la amplificacién se utilizé un programa de PCR con touchdown (Don et al.,
1991). La desnaturalizacion inicial se realizé a 95°C durante 2 minutos, seguida de 10
ciclos de 94°C por 30 segundos, (TA + 5°C) por 30 segundos y 72°C por 30 segundos.
La temperatura de hibridaciéon fue decreciendo un grado por ciclo en los siguientes
ciclos hasta alcanzar (TA - 5°C). Los productos de PCR fueron seguidamente
amplificados durante 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, TA por 30 segundos y 72°C por
1 minuto, con una extensién final de 10 minutos. Los productos de PCR fueron
inicialmente separados y cotejados en geles de agarosa al 1%. La electroforesis se
realiz6 en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%. Se sembraron 7 pl del
producto de cada amplificacién y se corrié a 50 W durante dos horas en una cuba de
secuenciacion Sequi-Gen GT BioRad. Se incluyé un marcador de peso molecular 30-
330bp Step ladder (Promega). Las bandas SSR fueron visualizadas por tincién con
nitrato de plata y escaneadas. La lectura de los fragmentos de ADN fue visual,

asumiendo que cada banda representaba un locus simple con alelos codominantes.
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Tabla 3.1: Secuencias de los primers utilizados para la evaluaciéon de F1, RI,
poblaciones silvestres, lineas endocriadas, hibrido comercial y la cruza control (HA89 x
DK3880CL®).

Primer Secuencia

p-AHAS16 F CCCCGTTTCGCATTACCCATCACT
p-AHAS17 R ACCAACACGTCTGCGCCTTTTCTC
p-AHAS18 F TTCCTCCCCCGTTTCGCATTAC
p-AHAS19 R CGCCGCCCTGTTCGTGAC

Se realizaron pruebas Chi-cuadrado (Xz) y la prueba de ajuste a la ley de Hardy-

Weinberg sobre las cinco poblaciones evaluadas.
RESULTADOS

El 98% de las 307 plantas de las poblaciones silvestres evaluadas mostraron necrosis del
dpice y clorosis en las hojas superiores, indicando la muerte de la planta. El 2% de los
individuos sobrevivié a la aplicacion del herbicida. Por otro lado, la frecuencia de
plantas sobrevivientes sobre 350 plantas F1 hibridas silvestre-IMI aument6 al 38%
(Figura 3.2). Estas plantas se caracterizaron por presentar el dpice sin dafio. Algunos de
los individuos presentaron clorosis en las hojas superiores, sintoma que posteriormente

desaparecio.

Ambos pares de primers (pl6/17 y pl8/19) que estin ligados al locus AHASI
mostraron polimorfismo entre de los genotipos analizados. Los fragmentos amplificados
por el par de primers pl6/17 revelaron un tamafio de banda cercano a las 200 pb,
mientras que aquellos amplificados por el par de primers p18/19 mostraron un tamafio

de bandas de alrededor de 300 pb.

El par de primers p16/17 mostré un patrén de bandas claro para los genotipos cultivados
y los cruzamientos silvestre-cultivado (Figura 3.3), aunque los individuos de las
poblaciones silvestres no pudieron ser analizados con este marcador debido a la baja

calidad de revelado obtenida. Por el contrario, el par de primers p18/19 mostré un
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patrén claro para todos los biotipos analizados por lo que se decidié continuar con este

marcador.

Figura 3.2: Mortandad de biotipos silvestres de Helianthus annuus (SIL) y sus
progenies (F1) con un hibrido CL luego de la aplicaciéon de imazapir (2X) en el estadio
de cuatro hojas. Las frecuencias fueron analizadas mediante tablas de contingencia

utilizando el Chi-cuadrado (Xz) de Pearson como estadistico.
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Figura 3.3: Patrén de amplificacién del par de primers p16/17 ligados al locus AHASI.
Calles 3, 7, 8 y 13 corresponde a genotipos homocigotas susceptibles. Calles 1 y 12
corresponde a genotipos homocigotas tolerantes. Calles 2, 4-6 y 9-11 corresponde a
genotipos heterocigotas tolerantes. Marcador de peso molecular en calle 14.

El hibrido comercial CL revel6é una banda tnica de aproximadamente 312 pb, mientras

que todas las lineas endocriadas probadas mostraron una banda tnica de
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aproximadamente 318 pb. Los cruzamientos controlados entre HA89 y el hibrido
comercial CL presentaron ambas bandas, de 312 y 318 pb, comprobdndose el origen
hibrido. Es asi que el hibrido CL tuvo el genotipo dominante (Imr1Imr1) que le confiere
tolerancia a imazapir, las lineas endocriadas evaluadas presentaron el genotipo
homocigota recesivo (imrlimrl) que las hacen susceptibles al herbicida, mientras que
los individuos hibridos entre HA89 y DK3880CL presentaron el genotipo heterocigota

(Imrlimrl).

En tres de las cinco poblaciones silvestres, el 93% de los individuos presentaron el
genotipo homocigota susceptible, el 5% genotipo heterocigota tolerante y el 2%
genotipo homocigota tolerante (Figura 3.4). Mientras, sus respectivas cruzas con el
hibrido CL (F1) sobrevivientes a imazapir (2X) mostraron un 97% de individuos

heterocigotas tolerantes y un 3% de individuos homocigotas tolerantes (Tabla 3.2).

Las frecuencias alélicas para el locus AHASI fueron diferentes en las tres poblaciones.
DIA tuvo una frecuencia del alelo Imrl de 0,02, LMA de 0,05 y RCU de 0,07. La
frecuencia observada de genotipos en DIA y RCU ajust6 a la esperada segin la ley de
equilibrio de Hardy-Weinberg, mientras que no sucedié lo mismo en la poblacién de

LMA (Tabla 3.3)

Tabla 3.2: Genotipos identificados con los primers p18/19 (AHAS1) en tres biotipos
silvestres de Helianthus annuus y sus respectivas cruzas con el hibrido CL (F1).
imrlimrl: homocigota susceptible; Imrlimrl: heterocigota tolerante: Imrllmrl:
homocigota tolerante. Los datos fueron analizados mediante tablas de contingencia
utilizando el Chi-cuadrado de Pearson.

. Genotipos (n)
Poblaciones imrlimrl  Imrlimrl  Imrllmrl Total

Diamante 49 2 0 51
Las Malvinas 47 1 2 50
Rio Cuarto 45 5 1 51
F1 0 29 1 30

Chi cuadrado p<0,01%*

Chi cuadrado SIL' p=0,25 ns

1 Ly . .
analisis sin las F1.
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Todos los individuos F1 de DIA y LMA retrocruzados en el hibrido CL. mostraron el

alelo de la tolerancia en estado homocigota al igual que el hibrido CL (Figura 3.4).

Las dos poblaciones restantes, BAR y AAL mostraron un comportamiento diferente,
difiriendo de los resultados arrojados por los ensayos de herbicidas (Figura 3.2, capitulo
2). En BAR el 58% de los individuos presento el genotipo homocigota que confiere la
tolerancia (Imr1Imrl), el 36% presento el genotipo heterocigota tolerante (Imrlimrl) y

solamente el 6% mostro el genotipo homocigota susceptible (imrlimrl).

AAL presenté el 20% de los individuos que mostraron el genotipo homocigota
susceptible, un 8% presentd el genotipo heterocigota tolerante y otro 8% presento el
genotipo homocigota tolerante. El 64% de los individuos restantes mostraron
combinaciones con un alelo que no habia sido identificado en ninguno de los genotipos
evaluados. Este alelo, identificado como A327, se diferencié del alelo de la

susceptibilidad y tuvo un tamafio de aproximadamente 327 pb (Figura 3.5).

La frecuencia del alelo Imrl en las poblaciones de AAL y BAR fue de 0,23 y 0,76
respectivamente. La heterocigosis promedio en las poblaciones silvestres fue variable.
En DIA y LMA fue menor a 0,05 mientras que en las poblaciones de AAL y BAR fue
elevada, alrededor de 0,60. En RCU fue intermedia entre aquellas (Tabla 3.3).

Las F1 silvestre-cultivado de BAR y AAL también mostraron un patrén de bandas
inesperado ya que en el caso de BAR, todas las plantas presentaron el alelo de la
tolerancia en estado homocigota mientras que entre las F1 de AAL, el 40% present6 el

alelo en estado homocigota y el 60% restante en estado heterocigota.

En AAL y BAR la frecuencia del alelo de la tolerancia fue elevada y no se correspondié
con los resultados obtenidos en los ensayos con imazapir. En la poblacion AAL
apareci6 la nueva variante alélica que no habia sido identificada en ninguno de los
genotipos evaluados previamente. Al considerar el ambiente en donde habitan estas dos
poblaciones, ambas resultaron convivir con la especie silvestre H. petiolaris. Estos
sitios se caracterizan por la presencia de ambas especies silvestres asi como de

individuos con caracteristicas intermedias (Poverene et al., 2008). Por ello se procedié a
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evaluar individuos de poblaciones de H. petiolaris provenientes de estos sitios

utilizando la metodologia previamente descripta.
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Figura 3.4: Patrén de bandas amplificados con los primers p18/19 para las poblaciéon de Diamante, DIA (calles 1-11 y 24-35), F1 Diamante-CL retrucruzada
con CL (calles 12-21). La calle 22 corresponde a la linea endocriada HA89 y la calle 23 al hibrido DK3880CL. La flecha roja indica el genotipo homocigota
tolerante (Imr1Imrl), la flecha azul el genotipo homocigota susceptible (imrlimrl) y la flecha amarilla al genotipo heterocigota tolerante (Imrlimrl).

Figura 3.5: Patrén de bandas amplificados con los primers p18/19 para la poblacién de Adolfo Alsina, AAL (calles 3-21 y 27-35), las lineas endocriadas
HA369 (calle 1), HARS (calle 23), HAR2 (calle 24) y el hibrido DK3880 CL (calles 2 y 26). La flecha roja indica el genotipo homocigota tolerante (Imr1Imrl),
la flecha azul al genotipo homocigota susceptible (imrlimrl) y la flecha verde el nuevo alelo (A327). Marcador de peso molecular en la calle 22 y blanco en la
calle 25.
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Entre los individuos de H. petiolaris se identificé la banda ligada a la tolerancia, asi como
también el alelo A327 encontrado en la poblacion de H. annuus de AAL. El alelo ligado a la
tolerancia se encontrd en el 25% de las plantas evaluadas mientras que A327 estuvo en alta

frecuencia, 69% de las plantas (Figura 3.6).

Tabla 3.3: Alelos, heterocigosis promedio, frecuencias alélicas y ajuste al modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg en cinco poblaciones silvestres argentinas de Helianthus
annuus para el locus AHAS1, amplificado con los primers p18/19.

Locus AHAS1 DIA LMA RCU AAL BAR
Alelos (n) 2 2 2 3 2
Heterocigosis promedio 0,04 0,00 0,10 0,60 0,60
Frecuencias alélicas
Imrl 0,02 0,05 0,07 0,23 0,76
imrl 0,98 0,95 0,93 0,39 0,24
A327 0,00 0,00 0,00 0,38 0,00
Equilibrio de Hardy-Weinberg
Chi cuadrado 0,00 42,64 0,01 5,00 0,01
p-valor 0,98 0,00 0,91 0,17 0,93

Figura 3.6: Patrén de bandas amplificados con los primers p18/19 para plantas de Helianthus
petiolaris provenientes de Colonia Barén (BAR, calles 1-6) y Adolfo Alsina (AAL, calles 7-
16), poblacién de Helianthus annuus de Adolfo Alsina (calles 20-28), el hibrido DK3880 CL
(calle 17) y las lineas endocriadas (calles 18-19). La flecha roja indica el genotipo homocigota
tolerante (Imr1Imrl), la flecha azul al genotipo homocigota susceptible (imrlimrl) y la flecha
verde el nuevo alelo A327.
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DISCUSION

Los primers p18/19 que codifican para un microsatélite ligado al gen AHAS1 (Kolkman et
al., 2004) permitieron caracterizar tres poblaciones silvestres, sus progenies silvestre-
cultivado, lineas susceptibles, el hibrido CL y cruzamientos entre estas dos ultimas. Estos
primers permitieron también diferenciar la nueva variante alélica (ALA122) obtenida por
mutagénesis inducida, de la convencional (ALA205) surgida por mutacion natural (Sala et al.,
2008b). Los resultados validan la utilidad de estos primers para la selecciéon de genotipos

tolerantes a imidazolinonas en girasol domesticado.

Los tres genotipos identificados (imrlimrl, Imrlimrl, ImrlImrl) se correlacionaron con los
resultados previamente obtenidos mediante los ensayos con el herbicida imazapir (Capitulo
2). Los genotipos susceptibles (imrlimrl) fueron eliminados con bajas dosis del herbicida,
mientras que los genotipos tolerantes (Imrllmrl) no fueron eliminados atin con mds de seis
veces la dosis comercial. Los genotipos heterocigotas (Imrlimrl) tuvieron un
comportamiento intermedio, tolerando mds de tres veces la dosis comercial (Figura 2.1), por

lo que a los fines practicos se los puede considerar tolerantes.

Esta herramienta también permitié identificar genotipos con la mutacién ALA205 entre los
individuos de las poblaciones silvestres de H. annuus argentinas. Si bien la frecuencia
encontrada fue muy baja, esta situacién podria cambiar si las plantas fueran seleccionadas por

el herbicida o fueran expuestas a flujo génico de materiales comerciales IMI-tolerantes.

En un estudio realizado en EEUU se evalué el flujo génico, crecimiento y competitividad
entre poblaciones silvestres de H. annuus tolerantes y susceptibles a imidazolinonas. La
dispersion del cardcter IMI alcanzé los 30 metros de distancia, a su vez los genotipos
tolerantes crecieron y fueron igualmente competitivos que los susceptibles (Marshall et al.,
2001), sugiriendo que no existe costo adaptativo por este cardcter. Es por ello que los autores
concluyen que se podria esperar que este caricter permanezca en las poblaciones silvestres y

que su frecuencia aumente con el uso de esta tecnologia.

Los haplotipos amplificados por los primers p18/19 en las poblaciones de AAL y BAR no
reflejaron los resultados arrojados por los ensayos de herbicidas (Figura 3.2, Capitulo 2)

debido a la elevada frecuencia del alelo de la tolerancia y a la identificacién de un nuevo alelo
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(A327). Al analizar individuos de H. petiolaris de estos dos sitios se encontré también el alelo
de la tolerancia en alta frecuencia, siendo las plantas también eliminadas con bajas dosis de
imazapir (M. Casquero, com. pers.) y el alelo A327 en la mayoria de los individuos
evaluados. Esto apoya los hallazgos morfolégicos de hibridacién (Poverene et al., 2008), las
plantas de H. petiolaris y H. annuus en estas zonas se cruzan y hay introgresion de caracteres
en ambas especies. Ambas difieren en al menos 11 translocaciones e inversiones
cromosémicas (Burke ef al., 2004) lo que posiblemente ha llevado a un cambio en la posicion
de este microsatélite. Rieseberg er al., (1995) utilizando RAPD en H. anomalus, un especie
derivada de la hibridacién entre H. annuus y H. petiolaris, encontraron una reorganizacién del
genoma con respecto a sus especies parentales. Hallaron nuevos alelos especificos de H.
anomalus que no estaban presentes en los padres asi como alelos que sélo estaban presentes
en las especies parentales, lo que fue atribuido a la recombinacidon y reorganizacion del
genoma. En un estudio de QTL ligados al contenido y composicion de aceite en F3 derivadas
de un cruzamiento entre una linea elite de girasol y H. annuus silvestre, Burke et al., (2005)
concluyen que la heterogeneidad en la pérdida de diversidad del grupo de ligamiento 6 en las
lineas elite vs. girasol silvestre, puede ser explicada por cambios en la posicion de los

microsatélites por rearreglos estructurales.

Esto restringiria la utilidad de los primers p18/19 a poblaciones silvestres de H. annuus que
no estén en contacto con poblaciones de H. petiolaris como las poblaciones de DIA, LMA y
RCU. A su vez, confirma la utilidad de esta herramienta en la seleccion de genotipos

tolerantes en programas de mejoramiento de girasol doméstico.

La confirmacién de la transferencia de la tolerancia a través de la aplicacién de imazapir y
utilizando los primers p18/19 ligados al locus AHAS1 ponen de manifiesto el riesgo del
manejo de esta tecnologia sin los recaudos necesarios. La tecnologia CL est4 en pleno auge y
seguramente seguird creciendo con el lanzamiento de la nueva tecnologia CHLA-plus creada

a través de mutagénesis inducida en lineas elite de girasol (Sala et al., 2008a).

Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo con imazapir realizado para este capitulo
(Figura 3.2) y los obtenidos en el capitulo previo se observa una elevada mortandad de plantas
F1 en este ensayo, cerca del 60% de las plantas silvestre-cultivado murieron luego de la
aplicacidn del herbicida en doble dosis, no habiéndose detectado practicamente mortandad en

los otros ensayos a esa dosis (Tabla 2.3, Figura 2.1). La diferencia metodoldgica que
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explicaria estos resultados seria que en el primer caso, las plantas de girasol silvestre no
fueron emasculadas previo a la polinizacién con polen del hibrido CL, técnica que se utilizd
en los ensayos posteriores. Estudios realizados entre H. annuus y H. petiolaris han
demostrado que la mezcla de polen propio y heteroespecifico afecta el sistema de
autoincompatibilidad de estas especies y aumenta el porcentaje de autofecundacidn, este
fendmeno se conoce con el nombre de efecto mentor (Desrochers y Rieseberg, 1998). Por lo
tanto, la excesiva mortandad de plantas se deberia al porcentaje de las semillas que se
obtuvieron producto de la autofecundacién y no del cruzamiento con el hibrido comercial de
girasol CL. Este fendmeno también fue observado en un estudio de flujo génico entre H.
annuus 'y H. petiolaris y un hibrido de girasol IMI-tolerante (Massinga et al., 2003). A pesar
de que en este caso estamos en presencia de la misma especie, la seleccion realizada por el
hombre ha causado rearreglos estructurales en el genoma del girasol domesticado (Burke et

al., 2005) que actuarian como barreras a la hibridacién.
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Capitulo 4 : CARACTERIZACION DE LA INTERFERENCIA DE MALEZAS DEL
GENERO Helianthus EN UN LOTE DE GIRASOL

Las malezas son especies que crecen en lugares no esperados. Esta definicién incluye a las
plantas voluntarias de especies cultivadas que crecen en un momento y lugar indeseados
(Hakansson, 2003). La reduccién del rendimiento y de la calidad de los cultivos, el
incremento de los costos de produccién y la disminucion del valor de la tierra, son algunos de
los efectos negativos que pueden causar las malezas (Booth ef al., 2003). Las malezas causan
pérdidas globales en produccién de alimento cercanas a los 95 billones de ddlares por afio,
que es mas de lo que se pierde por patégenos, insectos o vertebrados. De estos 95 billones, 70

se pierden en paises pobres (Labrada-Romero, 2009).

El girasol silvestre ha sido una fuente de variabilidad en la mejora del girasol cultivado, pero
también ha sido identificado como una importante maleza. Geier et al., (1996) calificaron al
girasol silvestre como una de las malezas mas competitivas en soja, ya que realizando ensayos
en Kansas, en lotes naturalmente infectados, pudieron comprobar que con 4,6 plantas m? de
Helianthus annuus, el rendimiento se redujo entre un 95 y 97%. En Missouri, la interferencia
de H. annuus sobre soja ha causado mermas en el rendimiento que variaron entre 32 y 72%
con en una densidad de 3 plantas m™ sugiriendo que el periodo critico de control de esta
especie es entre 4-8 semanas después de la siembra (Allen et al., 2000). Otro experimento en
maiz, realizado en Kansas, estim6 que la interferencia de 4 plantas m?> de H. annuus
disminuy6 el rendimiento del cultivo en un 46%. En este ensayo, el girasol silvestre fue
cuatro veces mdas competitivo que el sorgo (Deines et al., 2004). También se ha estudiado la
interferencia de plantas voluntarias de girasol cultivado sobre trigo. Las mermas superaron el
30% cuando la maleza estuvo en una densidad de 23 plantas m'z, siendo el ndimero de
macollos por planta y de espiguillas por espiga los componentes del rendimiento mas

afectados (Gillespie y Miller, 1984).

El girasol silvestre, H. annuus, se ha naturalizado en la region central argentina entre puntos
extremos ubicados en la localidad de Puin (Buenos Aires) al sur, Diamante (Entre Rios) al
noreste y Media Agua (San Juan) al oeste (Poverene et al, 2002). La distribucién de esta
especie silvestre se superpone ampliamente con la regién donde se cultiva girasol, con el que

puede cruzarse y originar plantas hibridas con buena aptitud reproductiva (Ureta et al., 2008).
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Estos genotipos silvestres podrian invadir lotes de girasol cultivado y causar mermas en el

rendimiento.

A su vez, no s6lo puede verse afectado el rendimiento en grano del cultivo sino también la
calidad del mismo. En el caso del girasol, el pericarpio no tiene la misma composicion que la
semilla ya que el primero estd determinado solamente por el genoma materno mientras que el
aceite de la semilla incluye el efecto de los genes que provienen del polen. Es asi que la
composicion de aceite de la semilla cosechada de un hibrido de girasol cultivado puede ser
distinta de la que le dio origen, ya que puede haber habido una alteracién por polen extrafio
(Bervillé, 2010). En Argentina, un estudio realizado sobre nueve poblaciones silvestres de H.
annuus mostré que las poblaciones tuvieron en promedio 24% de materia grasa con una
considerable variabilidad en el contenido de acidos estedrico, palmitico, linoleico y oleico
(Cantamutto et al., 2008b). Es asi que la presencia de girasol silvestre en un lote de girasol
podria afectar el rendimiento en grano y también el contenido y calidad de materia grasa por

flujo de polen.

En nuestro pais no se han encontrado registros sobre interferencia de H. annuus silvestre en
los cultivos. Sin embargo, durante 2009 y 2010, se relevaron casos de girasol con malezas
del género Helianthus. Se identificaron 31 lotes, 12 en 2009 y 19 en 2010. Mas del 64% de
los casos se encontraron en La Pampa, principalmente en los departamentos de Atreucd y
Quemii Quemdt, el 29% se hallaron en Buenos Aires principalmente en el partido de
Salliqueld. Los dos lotes restantes se encontraron en Coérdoba y San Luis. Los biotipos
invasores pertenecian a H. petiolaris, H. annuus y cruzamientos entre estas especies (Tabla
4.1). Siete de los 31 lotes presentaron como maleza a H. annuus cuyos individuos se hallaron
en forma aislada y en la mayoria de los casos las plantas estuvieron en la linea de siembra,

sugiriendo una posible contaminacién durante la produccion de semilla.
Esos registros muestran que el girasol silvestre no sélo aparece en caminos vecinales y

banquinas (Poverene et al, 2002) sino que también puede invadir lotes de cultivos y

potencialmente interferir sobre el cultivo de girasol.

91



Tabla 4.1: Ubicacion y caracteristicas del cultivo y la maleza en lotes de girasol domesticado invadidos por malezas del género Helianthus en la regién central

de Argentina.

'LC: labranza convencional, LM: labranza minima, LO: labranza cero. ’PET: H. petiolaris, ANN: H. annuus, CRUZA: individuos con caracteristicas intermedias entre las especies, SEG:

descendientes de un girasol cultivado. 3T distribuidas en todo el lote, L: distribuidas en la linea de siembra.

Cultivo Maleza
Afio Partido, Departamento Provincia \ 5 . L » e 2 NI R
Laboreo Plantas m Estadio | Distribucién Clasificacién® Ubicacién®  individuos (n)

2009 Salliquelo Buenos Aires LM 57+1,2 R7 total PET T >300
2009 Tres Lomas Buenos Aires LM 57+0,5 RS aisladas CRUZA T <10
2009 Tres Lomas Buenos Aires LM 57+1,1 R9 parches CRUZA T 10-50
2009 Atreuco La Pampa LO 2,1+14 R6 parches PET T 50-300
2009 Atreucéd La Pampa LC 4,0+£0,8 R7 total SEG T 10-50
2009 Catrilo La Pampa LO 4,6 +0,8 R7 total CRUZA T 50-300
2009 Quemu Quemut La Pampa LC 3,6+ 0,7 R6 aisladas ANN T 10-50
2009 Maraco La Pampa LM 55+23 R7 aisladas ANN L <10
2009 Maraco La Pampa LO 4,7+1,0 R6 aisladas CRUZA T <10
2009 Maraco La Pampa LC 43+1,5 R7 aisladas ANN L <10
2009 Quemi Quemt La Pampa LM 35+£1,1 R6 parches PET T 50-300
2009 Quemu Quemt La Pampa LO 3,6+0,8 R6 parches PET T >300
2010 Carhué Buenos Aires LM 1,9+1,6 RS parches PET T >300
2010 Guamini Buenos Aires LO 39+1,9 R7 aisladas PET T 10-50
2010 Salliquel6 Buenos Aires LM 45+24 R6 parches PET T 50-300
2010 Salliquel6 Buenos Aires LM 5,8+0,7 R6 parches PET T >300
2010 Salliquel6 Buenos Aires LM 48+0,8 R6 parches PET T 50-300
2010 Trenque Lauquen Buenos Aires LM 4,7+1,1 RS aisladas CRUZA T <10
2010 General Roca Coérdoba LM 3,1+1,2 R9 aisladas ANN L <10
2010 Atreuco La Pampa LO 3,1+1,9 R6 total CRUZA T >300
2010 Atreucéd La Pampa LC 43+1,3 R3 aisladas ANN T <10
2010 Atreuco La Pampa LM 25+1,6 RS total PET T >300
2010 Catril6o La Pampa LO 6,5+1,3 R6 parches SEG T 10-50
2010 Catrild La Pampa LM 3,7+1,9 R6 total PET T >300
2010 Chapaleuft La Pampa LM 59+1,2 R8 aisladas PET T <10
2010 General Pico La Pampa LM 8,6 +0,9 R5 aisladas CRUZA T <10
2010 Quemii Quemti La Pampa LO 50+1,0 R3 aisladas ANN T <10
2010 Quemi Quemt La Pampa LO 4,8+0,7 RS aisladas CRUZA T <10
2010 Quemu Quemt La Pampa LO 1,7+1,4 R2 parches PET T >300
2010 Realico La Pampa LO 6,5+0,8 R7 aisladas ANN L <10
2010  Gobernador Dupuy San Luis LM 4,8+1,5 R6 aisladas CRUZA T <10
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En febrero de 2009, se identific un lote de girasol (S 38° 16’, W 60°07’) en cercanias a la
localidad de Barrow (partido de Tres Arroyos, Buenos Aires), que no contaba con registro de
presencia de materiales silvestres (Ing. Agr. Pablo Errazu, Mitikile S.A., com. pers.). El lote
era de aproximadamente 45 ha, con 5 ha invadidas por plantas ferales de H. annuus, como
maleza predominante. Dado que esta situacion no registraba antecedentes en el pais (Poverene
et al., 2008) se consideré como un estudio de caso. Como hipdtesis de trabajo se planteé que
la produccion de grano y aceite disminuiria por interferencia de las plantas de girasol maleza
y que esta disminucién estaria relacionada con la densidad de la maleza en el cultivo. El
objetivo del trabajo fue estimar la disminucién del rendimiento y la calidad de aceite por

efecto de la interferencia de malezas del género Helianthus.

MATERIALES Y METODOS

Dentro del sector invadido, el 04/03/09, estando el cultivo en R8 (Schneiter y Miller, 1981) se
estimo la densidad de malezas (n=10) utilizando un sistema semi-cuantitativo. La abundancia
de las malezas se calculd agrupdndolas en tres categorias: baja, menos de 4 malezas m?;
mediana, entre 5 y 19 malezas m'2y elevada: més de 20 malezas m™. Las estimaciones se
realizaron sobre circulos de 2 m de radio alrededor del observador a lo largo de una transecta
en forma de “W” (Clay y Johnson 2002) dispuesta en el sector invadido. Se caracterizaron
plantas ferales de H. annuus representativas mediante 12 descriptores fenotipicos (USDA
2010). El 17/03/09 en madurez para cosecha se delimitaron 30 parcelas de 1 m?® ubicadas al
azar sobre dos transectas paralelas de 200 m separadas 5 m, a 30° de la linea de siembra, en
direccion NE-SW. Se evalu6 la densidad, didmetro de capitulo, produccién por planta de
cultivo y maleza, cosechando unicamente capitulos maduros que fueron trillados
manualmente. La proporciéon de granos vanos, llenos, peso medio y nimero de granos por
capitulo fue estimada sobre una fraccion representativa de la parcela utilizando un divisor de

muestras. El rendimiento (kg ha™) se determiné pesando la totalidad de granos llenos por

parcela.

Se separaron los frutos de las malezas en dos submuestras, realizando 20 movimientos en
vaivén con una zaranda de orificios rectangulares (2 x 20 mm) por los cuales no atravesaban
los frutos del girasol cultivado. Se determind el peso de los frutos sobre ambas submuestras.

Se estimd6 el nimero de cipselas bajo zaranda pesando 400 semillas.
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Para el célculo de rendimiento cosechado se consider6 el rendimiento en grano del cultivo
mds la proporcién de granos de maleza que quedaron sobre zaranda. La informacion fue
agrupada en tres categorias de acuerdo a la densidad de la maleza: 0 a 1, 2 a 3 y mds de 3

plantas por metro cuadrado.

Se tomaron muestras representativas de 25 g de granos de girasol cosechado y de la maleza
cosechada sobre zaranda para las tres categorias con tres repeticiones para cada caso. En los
mismos, se determind la materia grasa mediante resonancia magnética nuclear y perfil de
dcidos grasos por cromatografia gaseosa. Los andlisis fueron realizados en la Cdmara Arbitral

de Cereales de Bahia Blanca.

Para el cdlculo de la materia grasa y el contenido de 4cidos grasos de las parcelas, se utiliz6 la
misma metodologia que para el cédlculo del rendimiento cosechado. La cantidad y calidad de
aceite de la parcela se expresd teniendo en cuenta el aporte de los granos de la maleza en

funcidn de las tres categorias propuestas.

La declinaciéon de la densidad poblacional de semillas en el banco del suelo se estimé
realizando una simulacién del peor escenario. La densidad inicial correspondié a la semilla
recolectada bajo zaranda, que es la que caeria al suelo. Para el cdlculo se asumi6 que la
mortandad inicial del 83% aparecia solo en el primer afio, y que la proporcién de semillas
dormidas observada en la primera primavera, que era del 47%, se mantenia en los afios
siguientes. Ademas en el modelo se consideré que se eliminaba la totalidad de las plantas

antes de la fructificacién por lo que no habia nuevos aportes al banco del suelo.

Se realiz6 andlisis de componentes principales y ANOVA, agrupando las observaciones de
acuerdo a las categorias propuestas, 0 a 1, 2 a 3 y mds de 3 plantas por metro cuadrado
(INFOSTAT 2008). Las medias se compararon mediante la prueba de Tukey (p<0,05).
RESULTADOS

El cultivo de girasol presentaba una densidad adecuada para la region, entre 4,9 + 1,3 plantas

m?>. Las malezas que presentaban baja predominancia (1) fueron Datura ferox “Chamico”,

Chenopodium album ‘“Quinoa”, Xanthium spinosum ‘“Abrojo chico”, Cynodon dactylon
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“Gramoén” y Solanum sisymbrifolium “Espina colorada”. Por su parte, las plantas ferales de H.

annuus alcanzaron hasta 11 plantas m~ en los parches mds densos.

Las plantas invasoras presentaron caracteres morfologicos intermedios entre H. annuus
silvestre y domesticado (Seiler y Rieseberg, 1997), altura menor o igual a 3,0 m, ramificacién
apical o total de la planta, varios capitulos pequefios, antocianinas en tallo y estructuras
florales (Tabla 4.2, Figura 4.1). En baja proporcién algunos individuos mostraron

androesterilidad.

Tabla 4.2: Rasgos distintivos entre el cultivo de girasol y la maleza del mismo género en
Barrow (Buenos Aires).

CARACTERES GIRASOL MALEZA
Densidad (plantas m™) 4,9+1,3 4,3+3,0
Altura (m) 1,5+0,1 2,3+0,3
Antocianinas no Si
Ramificacién sin total,apical
Hojas (n) 32,0+£2,0 44,0 £9,6
Capitulo (n) 1 25+£10
Didmetro capitulo (cm) 16 £2,1 6,6 +0,9
Peso de 1000 granos (g) 41,8 £ 8,6 12,8*% +4.8
Rendimiento planta (g) 76,5 +19,7 11,3 8,1

*peso de semillas que pasaron por zaranda de orificios rectangulares (2x20 mm)

La matriz de correlaciones obtenida del andlisis de componentes principales mostré que el
aumento de la densidad de plantas de la maleza disminuyé el rendimiento del cultivo (r = -
0,48%*). Ademds, se encontré que el didmetro de capitulo (r = 0,70%*), nimero de granos
llenos (r= 0,89%%*) y el peso de los granos (r= 0,69%*) se correlacionaron con el rendimiento

del cultivo (Figura 4.2).

Los caracteres que intervinieron mayormente para explicar el 63% del componente 1 fueron el
rendimiento de la parcela (0,96), el nimero de granos llenos (0,90) y y el didmetro de capitulo
(0,82). Por otro lado, el componente 2 estuvo mayormente explicado por el peso de 1000

granos (0,77).
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Figura 4.1: Detalle de una planta feral de Helianthus annuus (izquierda) y vista general del lote invadido de girasol (derecha).
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Figura 4.2: Andlisis de componente principales en un lote de girasol invadido (Barrow,
Buenos Aires). Los vectores corresponden a las variables mas explicativas.

CP2 (16,7%)

P1000 (g)

Malezas (n) % Rendimiento (g m-2)

( J
o
{ ]
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-3 0 3 5

-5

CP 1 (63,0%)

De acuerdo a las categorias propuestas, el ANOVA mostré una merma del 25% en el

nimero de granos por capitulo y del 49 % en el rendimiento para densidades de maleza

mayores a 3 pl.m’z. Si bien no fue significativo, el didmetro de capitulo y la biomasa por

grano también disminuyeron con el incremento de la densidad de maleza (Figura 4.3).

La cosecha se incrementd levemente por el aporte de los granos de la maleza retenida

por la zaranda, igualmente las parcelas con mayor niimero de plantas invasoras fueron

significativamente las de menor rendimiento.
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Figura 4.3: Didmetro del capitulo (a), granos llenos (b), P1000 (c) y rendimiento (d)
para tres grupos de stand de plantas ferales de H. annuus. ns, *,**: significacion del
ANOVA. 0-1: hasta 1 planta de maleza m?, 2-3: hasta 3 plantas de maleza m? y4+:40
mads plantas de maleza m”.
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Letras por encima de la media indican diferencias segin la prueba de Tukey (p<0,05), las barras
verticales muestran el error estdndar.

El aporte de la maleza al rendimiento del lote aumentd con la densidad de plantas
ferales, alcanzando 220 kg ha™' con més de 3 plantas m™. Por otro lado, las cipselas que
pasaron la zaranda se incorporaron al banco del suelo alcanzando las 1127 + 676
cipselas m? También se observé una relacién lineal entre nimero de capitulos y

cipselas dispersadas (r= 0,92%%).

El andlisis de la materia grasa y el perfil de dcidos grasos de las muestras de la maleza y

el cultivo segiin las tres categorias establecidas no mostré un efecto significativo de la
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densidad de la maleza sobre la cantidad y calidad de la materia grasa. Sin embargo, el
contenido de materia grasa y de dcidos grasos linoleico y oleico fue significativamente
diferente entre el cultivo y la maleza. El cultivo tuvo un mayor contenido de materia

grasa, dcido oleico y menor contenido de 4cido linoleico que la maleza (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Materia grasa (%) y perfil de dcidos grasos del cultivo y la maleza en un lote
de girasol ubicado en cercanias a la localidad de Barrow (Buenos Aires).

. Acidos grasos
Materia grasa g

(%) Estearico (%) Palmitico (%) Linoleico (%) Linolenico (%) Oleico (%)
Cultivo 45,6 b 4,7 6,2 61,4a 0,1 27,0b
Maleza 39,6 a 4,5 6,3 65,1 b 0,1 223 a
ANOVA

Genotipo (g) Hk ok sk
Densidad (d) ns ns ns ns
gxd ns ns ns ns

Las letras indican diferencias significativas segin la prueba de Tukey (p<0,05).

ns ns ns
ns

ns

ns
ns

El aumento de densidad de la maleza disminuyé el rendimiento y alterd la cantidad y
calidad de la materia grasa cosechada, ya que se recolecté una proporcién de granos de
la maleza junto con los granos del cultivo. Cuando la densidad de la maleza fue superior
a 3 plantas m™, la cosecha disminuy6 un 43% y la materia grasa un 0,6%. El perfil de
dcidos grasos también varid, ya que con las densidades mayores, el 4cido linoleico

aumentd un 0,4% y el 4cido oleico disminuy6 en la misma proporcién (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Relacion cultivo:maleza cosechado (C:M), rendimiento cosechado (RC),
materia grasa (MG), 4cidos grasos linoleico y oleico en un lote de girasol cultivado
(Barrow, Buenos Aires) en funcién de densidades crecientes de plantas ferales de
Helianthus annuus.

(plﬁ?;eszi'z) C:M RC (g m?) MG (%) Lin(?;o‘;ico Oleico (%)
0-1 35:1b  305,7+456b 454+00b 615+07a 269+0,1b
23 17:1b  234,1+£303ab 453+00ab 61,6+0,/ab 26,8+ 0,] ab
+4 6Gla 1730+134a 448+071a 619+01b 264+02a

Medias + error estandar seguidas por letras distintas indican diferencias significativas segin Tukey

(p<0,05).
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DISCUSION

La morfologia de las plantas maleza coincidi6 con la descripcidn botdnica de H. annuus
silvestre (Seiler y Rieseberg, 1997). Sin embargo, algunos de los caracteres relevados,
como didmetro de capitulo mayor a 5 cm, presencia de androesterilidad, plantas con
capitulo principal, muestran indicios de hibridacién con el girasol cultivado. A su vez,
el porcentaje de materia grasa detectado en las plantas de la maleza (Tabla 4.4) fue
considerablemente superior al hallado en poblaciones silvestres de H. annuus, que
arrojaron valores menores al 27% (Seiler, 1983; Cantamutto et al, 2008b). Esta
diferencia en la materia grasa entre los genotipos silvestres y la maleza encontrada en

Barrow también indicaria hibridacidn con el girasol cultivado.

La maleza se encontré en una regién en donde no se han naturalizado poblaciones
silvestres de H. annuus (Poverene et al., 2002; Poverene et al., 2008). Esto podria
indicar que el foco inicial de invasién provino de semilla contaminada en lotes de
produccién o de semilla de genotipos silvestres transportada por maquinaria agricola
contratada. Los medios de transporte agricolas, como los camiones, han sido
reconocidos como una importante fuente de contaminacién en Japén en donde han
encontrado poblaciones ferales de Brassica napus genéticamente modificada en un pais
en donde la tdnica forma de ingreso de esta especie ha sido a través de la importacién de
semilla con fines alimenticios (Kawata et al., 2009). En nuestro pais la situacién seria
aun mas riesgosa ya que la utilizaciéon de maquinaria contratada ha crecido en la tdltima
década siendo utilizada por el 47% de los establecimientos agropecuarios (Pifieiro y

Villareal, 2005; Cantamutto et al., 2010a).

Las malezas en alta densidad disminuyeron el rendimiento en grano del cultivo en
aproximadamente el 50% (Figura 4.3). Este es el primer lote hallado en nuestro pais con
niveles tan elevados de girasol silvestre como maleza y con efectos significativos sobre
el cultivo de girasol. En algunos casos, cruzamientos entre la especie silvestre y el
cultivo han determinado un aumento de la invasividad. Tal es el caso del Sorghum
halepense que parece haber aumentado su agresividad en EEUU debido a la
introgresion de caracteres del sorgo cultivado (Harlan, 1992). El flujo génico desde el
cultivo ha aumentado la agresividad en especies silvestres emparentadas con siete de los

13 cultivos mds importantes del mundo: trigo, arroz, soja, sorgo, mijo, poroto y girasol
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(Ellstrand et al., 1999). En esos casos, la evolucién de la especie silvestre estuvo
condicionada a la hibridacién con el cultivo, la persistencia y reproduccién de los
hibridos, y alelos de la especie cultivada le confirieron una ventaja adaptativa. Las
primeras dos etapas se demostraron en el presente trabajo, restaria investigar los
caracteres del cultivo que aumentaron la invasividad de la especie silvestre. La
expresion de genes resulté ser diferente en poblaciones silvestres de H. annuus
colectadas en campo natural y biotipos maleza colectados en lotes de maiz, donde la
tasa de crecimiento de plantulas duplico a las silvestres (Lai et al.,2008). Segtn esos
autores, la causa seria el costo de la tolerancia a estrés bidtico y abidtico en las
poblaciones silvestres. Sin embargo, no encontraron un patrén comun en todas las
malezas debido a diversas condiciones ambientales locales (clima, suelo, patogenos,

manejo) que han participado en la evolucién.

Las malezas en alta densidad causaron mermas en el rendimiento y alteracién en la
cantidad y calidad de aceite por mezcla fisica. La calidad no se vio alterada por el flujo
de polen proveniente de las plantas de H. annuus silvestre, posiblemente debido a que
la mayoria de las plantas del cultivo y la maleza no coincidieron en su periodo de
floracion. Ademds de afectar el rendimiento en grano y materia grasa del cultivo se
observé que mientras el cultivo se encontraba en condiciones de ser cosechado, las
plantas de la maleza permanecian atin verdes (Figura 4.1). Esta diferencia entre el ciclo
del cultivo y la maleza dificultaria la cosecha mecdnica, la cual deberia ser postergada

hasta que las plantas malezas se hayan secado.

Si bien una parte de las semillas de la maleza fueron cosechadas junto a los granos del
cultivo, una fraccién (1127 + 676 semillas m?) cay6 al suelo. Estas semillas serian la
fuente de invasion en las préximas generaciones. Estas semillas han mostrado una fuerte
dormicién (Capitulo 1) y pueden permanecer viables luego de haber sido almacenadas
durante 20 afos a temperatura ambiente (Seiler 2009). Para el caso de estudio, las
semillas presentaron una elevada mortandad (83%) en la primavera posterior a la
dispersion y el 47% de dormicién. Una dormicion similar se observd la segunda
primavera luego de la dispersidon (M. Casquero, com. pers.). En el peor escenario, si se
controlaran las plantas para que no fructifiquen, sélo luego de 10 afios el nivel de
semillas del banco del suelo seria cercano a cero (Figura 4.4). Probablemente, este

periodo se reduciria bajo condiciones de labranza cero ya que al no enterrar las semillas,
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estas quedarian expuestas a predadores, condiciones ambientales mdas variables
(potencial dafo de la semilla por humedecimiento y secado) y luz, que promueve la

germinacion (Alexander y Schrag, 2003).

Figura 4.4: Estimacion de la densidad maxima de semillas activas (semillas m?) en el
banco del suelo a partir de la dispersion inicial observada en el lote de Barrow y la
dormicién del primer afio. Se consideré que no se produjeron nuevos aportes de
semillas, una mortandad inicial del 83% y que la dormicioén inicial del 47% se mantuvo
durante todo el periodo simulado. Los valores sobre los puntos indican el nimero de
semillas activas m™ en cada afio.
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Estos resultados muestran que las formas invasoras de H. annuus que aparecen en
ambientes no colonizados por las especies silvestres presentarfan gran capacidad de
interferencia sobre el cultivo de girasol. De ello emerge la necesidad de prevenir su

ingreso a los lotes de produccién debido a su alta capacidad de interferencia.
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Capitulo 5 : HIBRIDOS DE GIRASOL CULTIVADO-SILVESTRE:
IDENTIFICACION Y RIESGOS

Las variedades modernas de girasol se siembran mayormente como hibridos, siendo
este el segundo cultivo después del maiz, en utilizar masivamente esta tecnologia.
Europa y Sudamérica son responsables de mds de las tres cuartas partes de la

produccién mundial de aceite de girasol (Jan y Seiler, 2007; USDA, 2010).

Se reconoce que la hibridacidon cultivo-silvestre es un importante proceso bioldgico
implicado en el origen y evolucidn de varias malezas nocivas (Harlan, 1992; Ellstrand,
2003). Cuando los cultivos domesticados comparten ambientes con sus parientes
silvestres y no existen barreras reproductivas, aumenta el riesgo de la evolucién de la
maleza. Se sospecha que el sorgo de alepo (Sorghum halepense), una de las peores
malezas agricolas, surgié de una hibridacién entre el sorgo cultivado, S. bicolor y la
especie silvestre S. propinquum (Paterson et al., 1995). A pesar de que la polinizacién
entre el cultivo y el sorgo de alepo es infrecuente, los cruzamientos podrian ocurrir
cuando hay plantas cultivadas androestériles (Arriola y Ellstrand, 1996; Dweikat, 2005).
El flujo de polen desde el sorgo de alepo hacia lineas androestériles es una fuente
potencial de contaminacién durante la produccién de semilla de sorgo comercial (Baker,
1974). Esto proporcionaria una manera de difundir el sorgo invasor y ha recibido poca
atencion en la literatura cientifica. La cosecha de girasol puede ser contaminada por sus
parientes silvestres debido a la coexistencia de girasol cultivado y girasol silvestre o

maleza, no s6lo en América del Norte, sino también en otras regiones del mundo.

El girasol, Helianthus annuus, es una especie originaria de América del Norte, donde
sus antepasados silvestres crecen a lo largo de areas extensas de EEUU, Canadd y
Meéxico. Los girasoles silvestres crecen a lo largo de carreteras, arroyos y a veces
invaden campos agricolas. Como un invasor no nativo, los girasoles silvestres son
adventicios en diferentes regiones del mundo, incluyendo las principales regiones
productoras de girasol de Francia, Italia, Serbia, Espafia y Argentina (Faure et al., 2002;
Poverene et al., 2002; Miiller et al., 2006; Vischi et al., 2006; Stankovi¢-Kalezi¢ el al.
2007; Miiller et al., 2009).
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El girasol silvestre H .annuus es una maleza que puede provocar severas reducciones del
rendimiento en maiz, trigo y sorgo (Geier et al., 1996, Rosales-Robles et al., 2002,
2005; Mesbah et al., 2004; Deines et al., 2004). Debido a su invasividad, tolerancia a
herbicidas y competitividad, Buhler y Parochetti (2010) han elegido a H .annuus como
modelo para analizar la dindmica poblacional de las malezas y calcular pérdidas
econdmicas mediante herramientas informaticas (WeedSOFT). Ademds de su
competitividad, también puede disminuir potencialmente la calidad de la cosecha de
girasol, dado que H. annuus silvestre tiene menos 270 g kg ' de contenido de aceite

(Seiler, 1983).

Después de varios intentos para desarrollar una clave taxondOmica precisa para
diferenciar entre diferentes subespecies de H. annuus, Heiser (1978) llegé a la
conclusion de que estos taxa estdn mejor caracterizados por su habito y nicho ecoldgico,
que por su morfologia. H. annuus silvestre tiene crecimiento indeterminado y
ramificacion y produce varios capitulos durante un extenso periodo de floracién. Este
habito indeterminado crea un largo periodo de liberacién de polen, aumentando el
riesgo de contaminacion en los campos de produccién de semillas hibridas, cuando las

poblaciones silvestres estdn presentes en las dreas vecinas (Smith, 1978).

En Argentina, el girasol silvestre proporciona un escenario Unico para estudiar la
relacion cultivo-silvestre. Después de su introduccién antes de 1960, el girasol silvestre
coloniz6 la region central del pais, moviéndose gradualmente a través de ambientes bien
definidos (Cantamutto et al., 2010a). El proceso de invasioén ha estado probablemente
relacionado con la apariciéon de nuevas mutaciones, flujo génico y recombinacién
suficiente como para mantener y recrear una gran variabilidad intraespecifica,
comparable a la que se encuentra en el centro de origen (Cantamutto et al., 2010b). El
flujo génico entre girasol silvestre y domesticado se ha confirmado en varios ambientes
nativos y invadidos (Arias y Rieseberg, 1995; Massinga et al., 2003; Burke et al., 2002;
Ureta et al., 2008).

El riesgo de contaminacion con especies silvestres emparentadas en la produccién de
semillas de girasol excluye a varias regiones del mundo. En Europa, Turquia es
preferido para la produccién de semillas, ya que se considera libre de girasoles silvestres

(Berville et al., 2005). En Argentina, la produccion de semillas de girasol se ha
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desplazado hacia la zona del valle bonaerense del Rio Colorado, donde se estan
tomando las precauciones para evitar la invasion de especies silvestres del género
Helianthus (Cantamutto et al., 2008c). Miiller et al. (2006, 2009) sugirieron que las
poblaciones ferales de girasol de Espafia y Francia podria haber evolucionado de
hibridos cultivo-silvestre introducidos involuntariamente con semillas de girasol
importados de las dreas de producciéon donde estuvieron presentes los girasoles
silvestres. Este escenario significaria que las plantas fuera de tipo mediante
autofecundacion o polinizacion entre hermanas podrian constituir una poblacion de

girasol maleza.

Los reglamentos internacionales de semillas aceptan hasta un 5% de impurezas
botanicas en semillas certificadas. La produccién de semillas de girasol requiere un
aislamiento total de cualquier fuente posible de polen indeseable para prevenir la
contaminacién en parcelas de produccién de semillas. Las distancias de aislamiento
deben ser de al menos 0,5 km para las semillas certificadas y hasta 1,5 km para producir

lineas parentales de semilla hibrida (OECD, 2007).

El riesgo potencial de contaminacién de polen por las especies invasoras preocupa a las
empresas de produccion de semillas. Las plantas fuera de tipo que surgen durante la
produccion de semilla hibrida son eliminadas cuidadosamente por técnicos altamente
capacitados (Anfinrud, 1997), pero no estd claro si los hibridos cultivo-silvestre podrian
ser identificados facilmente por los agricultores en sus campos de girasol. Tampoco esta
claro si bajo condiciones de gran cultivo, las plantas fuera de tipo podrian evolucionar
hacia poblaciones de girasol maleza. Si plantas fuera de tipo fueran dificiles de
distinguir del girasol domesticado, existiria de riesgo de un proceso invasivo de
contaminacion de semillas. Si el fenotipo silvestre se recuperara en unas pocas

generaciones bajo condiciones de agricultura, se facilitaria el proceso de invasion.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se simul6 la contaminacidn en la produccién de semillas de girasol por medio de
cruzamientos controlados, a través de polinizacién manual, entre lineas endocriadas e
individuos de poblaciones silvestres de girasol. El germoplasma silvestre estuvo
representado por muestras (n>30) de cinco poblaciones silvestres de H. annuus
invasoras recolectadas en diferentes ecorregiones del pais; Rio Cuarto (RCU); Colonia
Bar6n (BAR); Adolfo Alsina (AAL); Diamante (DIA) y Las Malvinas (LMA). Las
lineas endocriadas androestériles (CMS) HA89, A10 y A09 fueron utilizadas como
parental femenino. La primera es una de las lineas puras mds ampliamente utilizadas a
nivel mundial, mientras que las otras dos fueron desarrolladas por el EEA INTA
Manfredi. Los hibridos comerciales DK3820, DK4050, DK3845 OIL PLUS y la
variedad de polinizacién libre cv. Antilcé se utilizaron como controles. Cada poblacidn,

linea consanguinea y el hibrido comercial fueron considerados biotipos diferentes.

Cada linea endocriada fue cruzada con cada poblacion silvestre para crear cinco
diferentes biotipos cultivo-silvestre (F1). Cada biotipo F1 fue cruzado por plantas
hermanas para obtener plantas F2. Al menos 20 plantas de la generaciéon F1 fueron
utilizadas como polinizadoras para fecundar a las lineas endocriadas y crear la primera
retrocruza (BC1). Las plantas de la segunda retrocruza (BC2) se obtuvieron utilizando

plantas R1 como polinizadores de las lineas endocriadas HA89 y A10.

Los biotipos fueron cultivados en un jardin comun en el Departamento de Agronomia,
Universidad Nacional del Sur, durante las temporadas de 2005 a 2007. Para romper la
dormicidn, las semillas fueron colocadas sobre papel absorbente en una cimara himeda
a 5°C durante una semana (ISTA, 2004). Posteriormente, las semillas se sembraron en
bandejas de plastico de 28 x 54 cm (200 celdas) con substrato comercial. Las plantas
fueron criadas por 30 dias en invernadero bajo luz natural a 20-25°C y luego fueron
transplantadas al campo. Se hicieron determinaciones sobre 177 plantas F1, 115 F2, 150
BC1, 50 BC2, 45 lineas endocriadas (LE), 40 de girasol cultivado (SUN) y 162

individuos de poblaciones silvestres de H. annuus (SIL).
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Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica se basé en 45 descriptores, 22 caracteres cuantitativos y 23
cualitativos. Se realizaron observaciones generales de la estructura de la planta y la
ramificacion de acuerdo a Hockett y Knowles (1970). Entre los rasgos cuantitativos de
plantas individuales fueron altura de planta (cm), didmetro de tallo a mitad de planta
(cm), dngulo de inclinacién del capitulo (°), nimero de hojas, nimero de capitulos. El
Ancho y largo de hoja (cm) y relacién ancho/largo de peciolo (cm) se determind en
hojas de primer orden en la etapa de floracion. Los rasgos cualitativos incluidos fueron:
presencia de capitulo principal, base de la hoja cuneada, forma de la hoja cordada,
superficie de hoja plana, margen de la hoja dentado y antocianinas en tallo. Se
determinaron en plantas individuales y se calcularon como frecuencia de cada conjunto
de plantas (LE, SUN, F1, F2, BC1, BC2 y SIL) por biotipo. A nivel de poblacidn, el
ciclo de vida fue calculado como dias a comienzo de la floracidn a partir de trasplante
(trasplante a 10% de las plantas en floracion), comienzo a mediados (de 10 a 50% de la

planta en floracidén) y ciclo total (trasplante a 90% de plantas sin flores).

Se midieron los siguientes rasgos cuantitativos que en un capitulo de primer orden:
ndmero de flores liguladas, ancho y largo de la ligula (cm), nimero de bricteas, ancho y
largo de bracteas (cm), la relacién largo/ancho de bractea y didmetro de capitulo (cm).
Se determind la presencia de antocianinas en paleas y estigmas, flores rojas del disco y

androesterilidad como frecuencias para cada conjunto de plantas por biotipo.

Los rasgos cuantitativos que se midieron sobre 50 cipselas fueron: largo (mm), ancho
(mm), espesor (mm) utilizando una lupa con un aumento 10 X y calculados como un

promedio de cada conjunto de plantas por biotipo.

BC1 y BC2 fueron incluidos para analizar la variabilidad morfolégica en estos biotipos

y el efecto del cruzamiento sobre la morfologia de las plantas.

Con el objetivo de identificar caracteres morfoldgicos distinguibles en plantas hibridas
producto de contaminacion en lotes de produccién de semilla, se compararon los datos
cuantitativos para LE, SUN, F1 y SIL como en un disefio de bloques incompletos,

teniendo en cuenta los valores de la planta individual como repeticiones y los afios de la
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evaluacion como bloques. Para estimar los valores promedio de cada rasgo cuantitativo,
el nimero desigual de plantas entre genotipos fue corregido utilizando una combinacién
lineal de los efectos del modelo utilizado en el ANOVA (LSMEANS) y comparado por
prueba de Tukey-Kramer mediante procedimiento GLM de SAS (2002). Los valores
medios de rasgos cuantitativos medidos a nivel de genotipo y frecuencia de rasgos
cualitativos determinada cada temporada de crecimiento fueron analizados considerando
biotipos como réplicas y los afios de la evaluacién como bloques. Se analizaron los

datos cualitativos mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Los datos cuantitativos del conjunto de plantas fueron analizados mediante andlisis de
componentes principales (ACP) sobre todos los biotipos. Para realizar la clasificacion
morfoldgica de los individuos, se realizé un andlisis discriminante (AD) basando en
datos cuantitativos y cualitativos de todos los biotipos. Para analizar la variabilidad de
la F2 y su similitud con el biotipo SIL, se realiz6 un segundo AD considerando
solamente lo biotipos LE, SUN, F2 y SIL. Los datos fueron analizados mediante los

paquetes estadisticos SAS (2002) e INFOSTAT (2008).

RESULTADOS

Se detectaron diferencias altamente significativas entre LE, SUN, F1 y SIL para 33
caracteres mediante ANOVA y la prueba de Kruskal-Wallis. Los hibridos cultivo-
silvestre de primera generaciéon mostraron 14 caracteres intermedios entre las lineas
puras y girasol silvestre y seis rasgos similares a las lineas endocriadas. Ocho rasgos de
las plantas F1 fueron similares al girasol silvestre y tres rasgos fueron transgresivos.
Largo del peciolo, nimero de hojas, periodo de floracién, pigmentacion en tallo, palea,
estigma y color del disco floral fueron similares al girasol silvestre, pero diferente de las
lineas endocriadas y el girasol domesticado. Las plantas F1 tuvieron hojas mas largas y
anchas que las de las lineas endocriadas y el girasol silvestre, pero comparables al

girasol domesticado (Tabla 5.1).

Las plantas F1 fueron 37% mas altas que los materiales domesticados y con mds de 10
capitulos por planta. Las plantas F1 tuvieron mayor nimero de hojas y peciolos mas
largos. El didmetro de capitulo de las cruzas fue 42% mds pequefio, con bracteas més

angostas y cortas, menor nimero de flores liguladas y mds cortas que el girasol
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cultivado. El tamafio de la semilla fue poco variable entre IL, SUN y la F1, pero las
semillas F1 fueron més cortas y de menor espesor que aquellas de los materiales
domesticados. El 70% de las plantas F1 fueron ramificadas, con ramificaciones en su
mayoria apicales o basales. El 40% de las cruzas presentaron pigmentacion en tallo y el
70% de las plantas antocianinas en pdlea, estigma y flores del disco. Asimismo, las F1
presentaron en promedio 9,3% de plantas androestériles, aunque este porcentaje no fue
estadisticamente diferente de la encontrada en girasol domesticado y silvestre. La
floracion en F1 y el ciclo de vida fueron 45 y 13% maés extensos, respectivamente, que

en girasol cultivado (Tabla 5.1).

El andlisis de componentes principales mostr6 que las plantas F1 fueron
morfoldgicamente diferentes de las poblaciones silvestres de H. annuus y girasol
cultivado (SUN). Las plantas F2 fueron similares a la F1, pero diferentes de las
poblaciones de girasol silvestre. Las plantas de F2 HA89 fueron las que mads se
acercaron al girasol silvestre, pero igualmente estuvieron distantes de este. Las lineas
endocriadas A09 y A10 y sus retrocruzas fueron similares a SUN, en tanto que HA89 y
sus retrocruzas fueron diferentes. Las poblaciones silvestres difirieron de las plantas F1
y lineas endocriadas en el nimero y didmetro de capitulos, el nimero, ancho y largo de

las flores liguladas y longitud de las bracteas (Figura 5.1).
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Tabla 5.1: Caracteristicas morfoldgicas de lineas endocriadas (LE), girasol silvestre
(SIL), su progenie (F1) y el girasol cultivado (SUN). Rasgos en negrita diferencian a las
plantas F1 de LE y SUN.

N° CARACTERES LE | SUN| Fl1 SIL [Caracter en F1*
1 |Altura de planta (cm) 120a |131a |208b [237c I
2 [diametro de tallo (cm) 24a |25ab|2,5ab |2,6b I
3 |Inclinacién de capitulo (°) 39a |6lab |63b [90c I
4 |Capitulos (n) la la 14b |125¢ I
5 |Ancho de hoja (cm) 22a [27b |27b (23 a T
6 |Largo de hoja (cm) 22a [26bc |27¢c |25D T
7 |Tamaio de hoja (sz) 501 a |714c |740c (591D T
8 |Largo de peciolo (cm) 16a |16a |20b [20Db S
9 |Relacién ancho/largo (5/8) 14b |1,6c |[14Db [1,3a C
10 |Hojas (n) 17a |17a |25b |[25Db S
11 |Flores liguladas (n) 36b [47c |34b (28 a C
12 |Ancho de flores liguladas (cm) 20b |122c [20b [1,3a C
13 |Largo de flores liguladas (cm) 73¢c |77c |64b [42a I
14 |Filarias (n) 43¢ |45¢ (38b (33 a I
15 |Largo de bracteas (cm) 49c¢ 16,2d |42b |22a I
16 |Ancho de bracteas (cm) 26¢c |34c [20b [0,8a I
17 |Relacién largo/ancho (15/16) 19a |2,0ab(22b [2,7¢c 1
18 |Diametro de capitulo (cm) 149¢ |17,8¢c|10,3b |44 a I
19 |Dias a 10% de floracion (n) 62a |72b |60a [60a C,S
20 [10% a 50% de floracion (n) 9b 6a I1c |12¢ S
21 |Ciclo total (n) 89a |94a ([108b |129c I
22 |Largo de cipsela (mm) 11,5d {10,8¢c|10,4b |6,0 a |
23 |Ancho de cipsela (mm) 57b 16,3¢c |56b |3,1a C
24 |Espesor de cipsela (mm) 3,7¢c |42d [3,4b [19a 1
25 |Androesterilidad (presencia) 1,0b ]0,0a [0,1a [0,0a S
26 |Tipo ramificacion (sin rami) 1,0c |1,0c |0,3b [0,0a I
27 |Capitulo principal (presencia) 1,0b [1,0b [1,0b |0,1a C
28 [Superficie de hoja (encrespada) 1,0b [0,5a [0,8ab |0,9b C,S
29 [Margen de hoja (debimente aserrada) [0,8b [1,0b |1,0b (0,2 a C
30 [Antocianina en tallo (presencia) 0,0a ]0,0a |04Db |0,7Db S
31 [Antocianina en palea (presencia) 0,0a [0,0a |0,7b |09Db S
32 [Antocianina en estigma (presencia) [0,0a [0,0a |0,7b [09Db S
33 |Color del disco floral (rojo) 0,0a 10,0a [0,7b [09Db S

*I: intermedio, C: cultivado, S: silvestre, T: transgresivo. Letras diferentes para cada caracter indican
diferencias significativas para p<0.05.
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Figura 5.1: Andlisis de componentes principales de girasol silvestre (SIL) y cultivado
(SUN), las lineas endocriadas (HA89, A10 y A09), F1, F2 y retrocruzas (R1 y R2) con
plantas silvestres. En el inserto posterior se muestran los rasgos que estin mads

correlacionados con los componentes 1 y 2.

F2 A10
() F2 A09

2 F1 AL0 ®

F1 A09 @

CP 2 (36,5%)

@ F1HA89

F2 HAR9

.AIO
@ BC1 A09

BC1 A10

BC2 A10

@
@ AW

BC1 HA89

@ HA89

SIL

CP 2 (36,5%)

Tamano de hoja
Ancho de hoja
\

Didmetro de tallo

NN

Largo de hoja

LN\

Largo de peciolo

Altura de plant:

Capitulos (n)

Ancho de flores liguladas

Largo de flores liguladas

Ancho de filaria

Diametro de capitulo
Largo de filaria

El andlisis discriminante diferencio los grupos de SUN, F1, F2, BC1, BC2 y SIL. Sélo

el 2,5 y el 5% de las plantas SUN fueron mal clasificadas como BC2 o LE,

respectivamente. Aproximadamente el 23% de los individuos F1 fueron mal

clasificados como F2 y BC1. Las generaciones de F2 y BC1 fueron las mds variables,

con 25 y el 28% de plantas mal clasificadas, respectivamente, pero nunca se incluyeron

en la clasificacion de SUN. El error de clasificacion de las poblaciones de H. annuus fue

cero, siendo todos los individuos clasificados como SIL (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Clasificacién de plantas basada en el andlisis discriminante de girasol
cultivado (SUN), F1, F2 y retrocruzas (BC1 y BC2) entre las lineas puras (LE) y girasol
silvestre (SIL).

HLE WSUN ®F1 HNF2 EBCl1 mBC2 mSIL

=

0,6 -

0,2 -

LE SUN F1 F2 BCl1 BC2 SIL

El anélisis discriminante utilizando datos cuantitativos y cualitativos mostré que
ninguno de los individuos de F2 se asemejaron a plantas silvestres de H. annuus, sino
que fueron mds parecidas a los materiales domesticados. Las lineas endocriadas

constituyeron un subconjunto de los materiales cultivados (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Analisis discriminante de descendientes de plantas fuera de tipo (F2),
silvestre (SIL), girasol cultivado (SUN) y lineas endocriadas (LE).

8-

CAN 2 (18,1%)

_5' r T T T 1
8 4 0 4 8

CAN 1 (77,1%)

B LE B suN B SIL

Elipses alrededor de los grupos indican el 95% de confianza.

113



DISCUSION

Los rasgos morfoldgicos fueron utiles para identificar las F1 entre las lineas endocriadas
y H. annuus silvestre. La mayoria de los caracteres de F1 fueron intermedios entre
ambos grupos. Schilling y Heiser (1981) utilizaron largo de peciolo, color del disco
floral, altura de planta, ancho hojas y bracteas para clasificar las especies de Helianthus
anuales. Heiser (1978) distinguié H. annuus silvestre de la maleza por didmetro de
capitulo menores de 5 cm, flores rojas del disco, ancho de bracteas de menos de 8 mm y

ramificacion total.

Las plantas F1 obtenidas en el presente estudio fueron claramente distintas de los
materiales domesticados porque fueron mads altas y produjeron varios capitulos. A su
vez, ramificacion, didmetro de capitulo, tamafio de bractea y presencia de la
pigmentacion en el tallo, pdleas y estigma, también caracterizaron a los hibridos cultivo-
silvestre y representan rasgos de alto valor taxonémico porque no se ven afectados por
el ambiente (Presotto et al., 2009b). Una combinacion de estos rasgos podria utilizarse
para desarrollar una clave precisa para identificar a descendientes de cruzamientos

cultivo-silvestre.

El andlisis discriminante basado en rasgos cuantitativos revela que las plantas F2
podrian ser mal clasificadas como F1 (21%) o BC1 (9%), pero nunca clasificadas como
lineas endocriadas o girasol domesticado. A su vez, las F2 y BC1 de cruzamientos
cultivo-silvestre podrian ser plantas fuera de tipo en lotes de girasol, aunque ninguno de
ellos se incluyeron entre plantas de H. annuus silvestre. Esto significa que estas

generaciones fueron morfolégicamente diferentes de sus progenitores silvestres.

La cosecha y procesamiento de semillas son vias de contaminacion (Friesen et al., 2003;
Kawata et al,, 2009), pero el riesgo aumenta cuando H. annuus silvestre y girasol
domesticado coexisten en la misma drea. En virtud de los niveles internacionalmente
aceptados de contaminaciones (OCDE, 2007), puede esperarse hasta un 5% de
individuos fuera de tipo en un lote de girasol. Tomando esto limite de tolerancia, la
posibilidad de una segunda generacién de plantas cultivo-silvestre parece ser muy bajo.
Entre los hibridos cultivo-silvestre, el 9,3% de los individuos fueron androestériles, los

que serian polinizados principalmente por plantas de cultivo, con mds de 1400 flores
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tubulares por capitulo (Aguirrezdbal el al., 1996). Por otra parte, la probabilidad de que
las plantas F1 se autofecunden seria baja y la frecuencia prevista en la generacion de F2
disminuird a menos de 0,25%. La ausencia de desgrane y el gran tamaiio de los frutos de
las cruzas cultivo-silvestre podrian disminuir su dispersién debido a su eliminacién

durante la cosecha y operaciones de manipulacién de semillas.

En un lote de girasol infestado con descendientes de hibridos cultivo-silvestre, si las
semillas caen al suelo, las plantas BC1 serian el genotipo mds probable al afio siguiente.
Tanto las plantas F2 como estas retrocruzas y su segunda generaciéon (BC2) no
recuperan la morfologia silvestre. Esto es una fuerte evidencia de que estos
contaminantes no evolucionarian hacia girasoles maleza a través de la autofecundacion
o el cruzamiento con el cultivo de girasol. Estos resultados sugieren que el girasol
maleza no podria haberse originado de hibridos -cultivo-silvestre introducidos

involuntariamente durante la produccién de semillas y/o el procesamiento.

Los resultados demuestran la posibilidad de identificar hibridos cultivo-silvestre en la
primera y sucesivas generaciones, BC1 o F2. El riesgo de originar una poblacién de H.
annuus silvestre por la contaminacién de semillas con hibridos cultivo-silvestre es bajo.
Esos contaminantes podrian ser controlados con buenas précticas de manejo como el
mantenimiento de maquinarias y caminos limpios para evitar el establecimiento de
plantas silvestres de H. annuus junto a campos de producciéon de semillas y la

propagacion a nuevas zonas donde los girasoles silvestres no estan presentes.

Es extremadamente importante la deteccién temprana y la eliminacién de los individuos
cultivo-silvestre en el cultivo de girasol. A pesar de que las plantas fuera de tipo no
parecen ser nocivas para el agro-ecosistema, su aparicién podria aumentar el riesgo de
flujo génico si las poblaciones silvestres coexisten con el girasol. El largo periodo de
floracién de los hibridos cultivo-silvestre posibilita su funcién como puente biolégico
entre el girasol cultivado y silvestre, incluso en ausencia del cultivo (Reagon y Snow,
2006). Este escenario facilitaria la transferencia de rasgos que aumenten la invasividad
de la especie, tales como la tecnologia IMI recientemente lanzada en varias dreas de la
produccion de girasol. Este estudio proporciona informaciéon para identificar
morfoldgicamente contaminantes cultivo-silvestre en condiciones agroecoldgicas

normales de la produccién de girasol.
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Los marcadores moleculares son herramientas poderosas que han sido dtiles en la
seleccion directa o indirecta de caracteres de interés (QTLs) en programas de mejora
(Gupta, 2002) asi como en el estudio de la evolucién de los cultivos (Burger et al.,
2008). Es por eso que podrian ser utilizados para reforzar estos resultados morfoldgicos
y fenoldgicos. Estudios previos de poblaciones segregantes entre girasol silvestre y
girasol domesticado, han hallado QTLs vinculados a una temprana domesticaciéon del
girasol cultivado (Burke et al. 2002, 2005). La asociacion entre caracteres como dias a
floracién, didmetro de capitulo, autocompatibilidad, dormicién de semilla y los
marcadores moleculares que determinan esos caracteres podria aportar informacion
sobre el origen genético de las poblaciones naturalizadas e invasoras de H. annuus en
Argentina (Wills y Burke, 2007; Chapman et al., 2008). Con el mismo objetivo, en un
trabajo reciente se utilizaron marcadores de herencia materna ligados a la
androesterilidad citoplamatica (PET1), proveniente de H. petiolaris. Esta fuente de
androesterilidad estd presente en todos los cultivares modernos de girasol y ausente en
las poblaciones silvestres de H. annuus. Esa herramienta permitié comprobar que las
poblaciones invasoras encontradas en regiones de Francia y Espaifia fueron originadas a

partir de germoplasma domesticado (Miiller et al., 2011).

116



CONSIDERACIONES FINALES

Las semillas de las poblaciones silvestres de H. annuus presentaron elevados
niveles de dormicién de la semilla que se redujo con el almacenamiento a 5°C.
La escarificaciéon mecdnica fue el sistema de acondicionamiento que mayor
respuesta tuvo sobre la ruptura de la dormicién indicando que posiblemente
habria inhibidores presentes en el pericarpio o una permeabilidad diferencial que

permite el ingreso de agua pero retardaria la salida de inhibidores.

El cruzamiento con un hibrido comercial CL aument6 ligeramente la
germinacién de la semilla del girasol silvestre, por lo que la ruptura que este
cardcter no modificaria la aptitud de la progenie silvestre-cultivado y permitiria

que la tolerancia a imidazolinonas permanezca en las poblaciones silvestres.

Los individuos de poblaciones de H. annuus silvestre fueron susceptibles a las
imidazolinonas aun en bajas dosis. El cruzamiento con el hibrido IMI-tolerante
aumenté 64 veces la tolerancia a imidazolinonas en las progenie silvestre-
cultivada aunque la tolerancia fue menor que la manifestada por el hibrido de
girasol CL. Esto comprobd que la maxima tolerancia se obtendria cuando los
genes AHAS estdn en estado homocigota. Sin embargo, la tolerancia adquirida
por las F1 es suficiente para hacer practica y econémicamente inviable el control

con imazapir.

Las poblaciones silvestres de girasol fueron controladas con todas las
sulfonilureas e imidazolinonas utilizadas en el presente trabajo. El cruzamiento
con el hibrido imi-tolerante aumenté la tolerancia a imazapir e imazetapir. El
hibrido de girasol CL fue tolerante a estas dos imidazolinonas y levemente
tolerante a clorimuron. Por lo tanto, tanto los descendientes de hibridos
cultivados CL y las F1 con este hibrido podrian convertirse en malezas en

girasol CL o en otros cultivos CL como el maiz.
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Los primers p18/19 ligados al gen AHAS1 permitieron demostrar polimorfismo
en los materiales cultivados, poblaciones silvestres y en la progenie silvestre-
cultivada. Se comprobd que el alelo de la tolerancia se encuentra en muy baja
frecuencia en las poblaciones silvestres de H. annuus. Las F1 presentaron
genotipo heterocigota tolerante mientras que el hibrido IMI-tolerante y las F1
retrocruzadas con el girasol CL, genotipo homocigota tolerante. Por otro lado, la
elevada frecuencia del alelo de la tolerancia en las poblaciones de Adolfo Alsina
y Colonia Barén y la aparicién de un nuevo alelo (A327) permitié inferir

introgresion con H. petiolaris.

Se identific6 un biotipo invasor de H. annuus introgresado con girasol cultivado
que en un densidad mayor a 3 plantas m? redujo el rendimiento de girasol en un
49% vy afecto la cantidad y calidad de la materia grasa por mezcla fisica con los
granos de la maleza. A su vez, una proporciéon de la semilla que no fue
cosechada se incorpor6 al banco del suelo. Bajo el peor escenario, aunque se
evitara la fructificacion de las plantas, la maleza podria persistir por 10 afios en

el suelo.

Las plantas fuera de tipo cultivado-silvestre, originadas por contaminacion de
polen en lotes de produccién de semilla, fueron facilmente identificadas por
caracteres morfoldgicos. Dado que las generaciones sucesivas, F2, R1 y R2 no
recuperaron el fenotipo silvestre, se infiere que seria poco probable que puedan

originar poblaciones ferales de girasol.
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