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menores, lo que indica una menor aptitud biolégica de los descendientes de hibridos

interespecificos.

Debido a la pronta recuperacion en los parametros de fertilidad observados en
las generaciones posteriores a la hibridacion con el cultivo, se puede afirmar que
cualquier caracter que confiera una ventaja ecolégica como resistencia a herbicidas, a
enfermedades o insectos, tolerancia al frio o salinidad, difundiran rapidamente en la
poblacién silvestre, aunque los individuos F1 tengan una baja aptitud biolégica. La
resistencia a herbicidas del tipo imidazolinona caracteristica de las variedades de
girasol comercial Clearfield® puede ser transferida a H. petiolaris (Massinga et al.,
2005). Es por eso que la transferencia de rasgos con “riesgo ecoldgico” podria

reducirse si se tienen en cuenta estrategias de control adecuadas.
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CAPITULO IV: HIBRIDOS DE GENERACIONES AVANZADAS

RELACIONES ECOLOGICAS

INTRODUCCION

La produccién de girasol cultivado en nuestro pais se ha visto frecuentemente
influida por problemas sanitarios, que han afectado a los cultivos en forma directa
como pérdida de produccion, o en forma indirecta como retraccién de la siembra por
falta de seguridad de cosecha. Las principales causas de las pérdidas o inseguridades
son enfermedades provocadas por hongos patégenos y la importancia relativa de las
mismas varia anualmente segun factores bioldgicos (grado de resistencia de los
cultivares utilizados, razas prevalentes, presion de inéculo del patdbgeno) y ambientales

(climaticos y de manejo) (Pereyra y Escande, 1994).

La roya negra es una enfermedad que afecta principalmente a las hojas. Su
agente causal es el hongo Puccinia helianthi. Se caracteriza por la presencia de
pustulas afelpadas de color herrumbre en el envés de la hoja que desprenden un
polvillo del mismo color formado por las esporas diseminantes de la enfermedad. La
roya blanca es una enfermedad que afecta principalmente a las hojas. Su agente
causal es el hongo Albugo tragopogonis. Se caracteriza por la presencia de ampollas
blancas en la cara superior de las hojas y pustulas eflorescentes blancas en la cara
inferior. La verticilosis es una enfermedad que afecta a hojas y tallos. Su agente causal
es el hongo Verticillium dahliae. Se caracteriza por la presencia de manchas
amarillentas provocadas por la accion de toxinas del hongo, el centro de estas
manchas se necrosa rapidamente. El oidio es una enfermedad que afecta
principalmente a hojas y ocasionalmente tallos y bracteas. Su agente causal es el
hongo Erysiphe cichoracearum. Se caracterizan por la presencia de un polvillo
blanquecino en las partes aéreas de las plantas, principalmente en la parte superior de
las hojas. La isoca medidora (Rachiplusia nu) es una plaga que afecta las hojas. Esta
oruga es el estadio larval de una mariposa de habito nocturno. La larva presenta la
particularidad de tener solamente dos pares de patas y su forma de desplazamiento es
el origen de su nombre vulgar. Se alimenta del parénquima de las hojas sin dafiar las

nervaduras (Pereyra y Escande, 1994).
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Las especies silvestres de girasol tienen un papel significativo en la mejora
genética de este cultivo oleaginoso, ellas poseen diferentes caracteristicas de
importancia econdmica que pueden ser transferidas a la forma cultivada mediante la
hibridacion interespecifica. Helianthus petiolaris constituye una valiosa fuente de
variacion genética para el mejoramiento del girasol cultivado y ha sido utilizada para la
obtencion de androesterilidad y resistencia a patégenos (Leclercq, 1969;, Covas y
Vargas Loépez, 1970; Seiler y Rieseberg, 1997). Covas y Vargas Lopez (1970)
compararon caracteres morfolégicos y sanitarios entre H. petiolaris, girasol cultivado y
hibridos interespecificos entre ambas especies y demostraron que tanto las plantas
silvestres como los hibridos aparecian libres de roya negra y blanca, pero eran
atacados por isocas. Por lo tanto, era posible transferir mediante retrocruzas y
seleccion caracteres de rusticidad propios de H. petiolaris al girasol cultivado, lo cual

fue posteriormente comprobado (Jan y Seiler, 2007).

De la misma manera, seria posible la transferencia de caracteres novedosos
del girasol domesticado a H. petiolaris mediante el flujo de polen. Estos caracteres
comprenden tanto transgenes como mutaciones de origen natural, por ejemplo,
resistencia a herbicidas (Al Khatib et al., 1998; Massinga et al., 2003; Kolkmann et al.,
2004).

Un riesgo ampliamente conocido de los cultivos transgénicos es que la
hibridacion con especies silvestres cercanas permita que transgenes relacionados con
la aptitud bioldgica persistan en las mismas. Esto podria determinar que se vuelvan
mas abundantes en su habitat natural o invadan nuevos habitas. Ademas, poblaciones
que contengan transgenes que afectan la herbivoria, la resistencia a herbicidas o
patogenos podrian tener efectos en las poblaciones de microorganismos o insectos.
Sin embargo, no se sabe si esos riesgos son justificados. Para determinar si un gen o
transgen implica un riesgo para una especie silvestre o para las especies con las que
ella interacciona, deberian contestarse tres preguntas sucesivas: sobre la existencia
de barreras a la hibridacién, sobre la diseminacion del rasgo en la poblacién silvestre y

sobre sus consecuencias ecologicas (Snow et al., 2000).

En los capitulos anteriores se ha demostrado, en primer lugar, que no hay
barreras geogréficas o genéticas completas para el escape de genes desde el cultivo
de girasol hacia las poblaciones de H. petiolaris. En segundo lugar, que la aptitud
biologica tiende a recuperarse luego de la hibridacion, por lo que se espera que al

menos ciertos genes incrementen su frecuencia en las poblaciones silvestres.
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El presente capitulo trata de responder a la cuestibn de cudles serian las
consecuencias ecolégicas de la introgresion de genes de girasol doméstico en
poblaciones de H. petiolaris. Para ello se compararon las respuestas de plantas
silvestres puras y de descendientes de hibridacion ante diversas adversidades

frecuentes en el cultivo de girasol.

HIPOTESIS ESPECIFICA

Si existen diferencias en la resistencia genética al dafo por microorganismos
patdgenos o insectos herbivoros entre la especie silvestre y la cultivada, también
deberan encontrarse diferencias entre la especie silvestre y los hibridos silvestre x

cultivado.

OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar niveles de dafio entre ambos grupos de plantas, H. petiolaris y
hibridos interespecificos, frente a enfermedades fungicas y al ataque de insectos y
buscar asociaciones entre el nivel de dafo y los caracteres que determinan aptitud

biologica.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un ensayo en el campo experimental del Departamento de
Agronomia, dirigido a estudiar diferencias en los niveles de dafo causado por el
ataque natural de hongos e insectos. Comenz6 por una evaluacion ocular a fin de
determinar los diferentes tipos de enfermedades que atacaban a las plantas durante
ese ano Yy se registraron las siguientes enfermedades y pestes presentes: Roya negra
(Puccinia helianthi), roya blanca (Albugo tragopogonis), verticilosis (Verticillium

dahliae), oidio (Erisiphe sp.) e isoca (Rachiplusia nu) (Figura 4.1).



- 88 -

Figura 4.1 — Adversidades registradas en el campo experimental durante la campafa
2006-2007.

Roya negra Roya blanca Verticilosis

Puccinia helianthi Albugo tragopogonis Verticillium dahliae

Oidio Isoca

Erisiphe sp. Rachiplusia nu

Se evaluaron poblaciones de seis procedencias (0502, 0802-1, 0802-2, 0902,
1002 y 3202), cada una representada por 20 plantas de H. petiolaris y 20
descendientes de hibridos silvestre x cultivado de primera generacion por polinizacion
abierta. Cada una ocupaba una parcela con las 40 plantas distribuidas al azar y cada
parcela estaba repetida tres veces. En total se analizaron 720 plantas; 360
correspondientes a H. petiolaris y 360 a los descendientes de hibridos. Se cont6 el
numero de plantas afectadas, se registr6 el nivel de dafo en cada grupo y los datos

fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
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RESULTADOS

Se encontraron diferencias altamente significativas entre H. petiolaris y los
descendientes de hibridos para cuatro de las cinco enfermedades monitoreadas
(Tabla 4.1). La poblacién silvestre fue muy poco afectada por el ataque de insectos y
hongos, mientras que entre los descendientes de hibridos se encontraron diferencias
en el nivel de dafo para las cinco adversidades evaluadas. La isoca fue responsable
de los mayores ataques y dafios a las plantas, mientras que la verticilosis fue la

enfermedad menos frecuente.

Tabla 4.1 — Numero de plantas de H. petiolaris (HP) y descendientes de hibridos de
primera generacion por polinizacion abierta (PA1) afectadas por el ataque de hongos e
insectos. Las distintas letras indican diferencias significativas en la prueba de Kruskal-
Wallis (p < 0,05)

Adversidades | HP (N=360) | PA1 (N=360)| H p-valor | Sign.
Verticilosis 0a 3a 0,73 | 0,0745 | NS
Roya negra Oa 39Db 5,19 | 0,0017 | **
Roya blanca 2a 56 b 19,20 |<0,0001| **

Oidio O0a 100 b 15,89|<0,0001| **
Isoca 11a 241b 24,99 |<0,0001| **

Entre los origenes geograficos de las poblaciones silvestres no se hallaron
diferencias significativas para el ataque de hongos e insectos. De igual modo sucedio
para los descendientes de hibridos, excepto en el caso de la isoca, en el que se
encontraron diferencias de ataque entre los distintos sitios. La poblacién de la
provincia de San Luis fue la mas afectada, con 56 individuos atacados de un total de
60 muestreados. Le siguieron las poblaciones 0802 de la provincia de La Pampa con
103 sobre 120 plantas atacadas, sin diferenciarse de las otras dos localidades de la
misma provincia, Catril6 con 32 afectados de 60 y Santa Rosa (0902) con 29 de 60.
Finalmente la poblacion 1002 se diferencié significativamente del resto, ya que tuvo 21

plantas afectadas de un total de 60 descendientes de hibridos analizados.
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DISCUSION

Hace mas de 60 afios que se utilizan poblaciones silvestres como fuente de
recursos genéticos para incorporar caracteres de importancia agronémica a los
cultivos. Un estudio realizado por Hajjar y Hodgkin (2007) reveld que en los ultimos 20
afios se utilizaron especies silvestres para el mejoramiento y los rasgos mas
relevantes tuvieron que ver con resistencia a pestes y enfermedades, estrés abiotico,
calidad en la produccion y andro-esterilidad. La resistencia a pestes y enfermedades
tuvo la mayor importancia en cuanto al mejoramiento de cultivos ya que implicé el 80%

de los rasgos beneficiosos.

Los mejoradores han explotado al germoplasma silvestre de girasol durante
mucho tiempo y aun hoy lo contintan estudiando para sacar provecho comercial de
esta importante fuente (Jan y Seiler, 2007). El rasgo mas reciente que aport6 el girasol
silvestre H. annuus a los hibridos comerciales es la resistencia a los productos
quimicos imidazolinonas y sulfonilureas utilizados como herbicidas (Seiler y Gulya,
2004). Estos genes de resistencia se han transferido a hibridos cultivados bajo el
nombre comercial “Clearfield”. La esterilidad masculina citoplasmica (cytoplasmic male
sterility, CMS) ha sido hallada en varias especies silvestres, dando por resultado una
considerable investigacion de hibridos. En el caso del girasol, la esterilidad masculina
citoplasmica provino de la especie silvestre, H. petiolaris, donante del citoplasma
androesteéril utilizado en los hibridos comerciales de alto rendimiento. Actualmente se
estima que, el 100% de la produccion de girasol en EEUU y aproximadamente el 60 -

70% de la produccion de todo el mundo es obtenida mediante estos hibridos.

Para conocer el efecto de la hibridacion interespecifica e introgresién de genes
del girasol domesticado en la especie silvestre es necesario saber si los genes alteran

las relaciones ecologicas de la planta silvestre con su ambiente bidtico y abiotico.

Un gen o transgen que aumenta su frecuencia en una poblacion silvestre lo
hace porque incrementa la supervivencia y la fecundidad y un riesgo discutido en la
literatura es el efecto de ese incremento de la aptitud individual en el tamafo
poblacional, la dinamica y el uso del habitat de la especie silvestre. Ademas, los
transgenes que confieren resistencia a patégenos o insectos tendran efectos sobre las
especies que utilizan esas plantas silvestres como huésped. Estas cuestiones son
cruciales para determinar el impacto ambiental, pero virtualmente no se han realizado

estudios sobre ellas.
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Nuestros resultados mostraron que las plantas descendientes de los hibridos
interespecificos fueron significativamente mas susceptibles a las plagas vy
enfermedades que H. petiolaris, probablemente debido a la gran variabilidad genética
presente en el genoma silvestre y ausente en el cultivo. El flujo génico del girasol
cultivado sobre H. petiolaris afectd las interacciones biéticas con sus predadores,
demostrando que los genes del cultivo alteran las relaciones ecolégicas en las
poblaciones silvestres. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos estudios
deberian replicarse en distintos ambientes y especialmente, bajo condiciones de

estrés abiotico (Burke y Rieseberg, 2003).

Snow et al. (2003) demostraron que un transgen Bt incorporado a hibridos
cultivo-silvestre de H. annuus incrementé la aptitud, demostrando menor dafio por
herbivoria y mayor fecundidad en distintos ambientes. Asimismo modificaria sus
relaciones ecoldgicas con otros insectos no-blanco. En tanto, la incorporacién de un
transgen que confiere resistencia al hongo Sclerotinia no afect6 la aptitud, aunque este

estudio no evaluo relaciones ecolégicas (Burke y Rieseberg, 2003).

Dos aspectos importantes de la incorporacién de genes (o transgenes) del
cultivo en las poblaciones silvestres son la relacion costo/beneficio y los efectos
involuntarios que pueden ir asociados, a veces debidos a efectos pleiotropicos
(Chapman y Burke, 2006). Los hibridos de colza (Brassica napus) con sus parientes
silvestres tienen menor habilidad competitiva que B. rapa silvestre (Halfhill et al., 2005)
aunque en el caso del rabano silvestre los hibridos con el cultivo resultan mucho mejor
adaptados (Gueritaine et al., 2002).

La resistencia a pestes y enfermedades es todavia la razén principal por la que
los mejoradores siguen estudiando a las especies silvestres. Son cada vez mas el
numero de lineas de germoplasma con genes silvestres beneficiosos que se estan

poniendo a disposicion de los sectores privados y publicos.

Sin duda en el caso de H. petiolaris, deberian planearse experimentos en
diversos ambientes para revelar la forma en que un determinado gen del cultivo de
girasol afecta la competencia de las poblaciones silvestres y si provoca paralelamente
efectos diferentes de los esperados. Esta podria ser la direccion de futuros estudios de

flujo génico entre variedades Clearfield y las especies silvestres de Helianthus.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los hibridos interespecificos entre girasol, Helianthus annuus y H. petiolaris pudieron
ser identificados mediante marcadores morfolégicos y moleculares.

Los hibridos se diferenciaron de las especies parentales y mostraron morfologia
intermedia para la mayoria de los rasgos estudiados.

Los fragmentos RAPD amplificados de H. annuus constituyeron marcadores
adecuados para detectar el flujo génico desde el cultivo hacia las poblaciones
silvestres receptoras de genes con potencial impacto ambiental.

Las generaciones avanzadas de hibridos entre ambas especies resultaron intermedias
cuando provinieron de polinizacion abierta y semejantes a H. petiolaris cuando
fueron producto de retrocruzas con la poblacion silvestre.

La identificacion de individuos de origen hibrido en poblaciones silvestres se dificultaria
a partir de la segunda generacién luego de la hibridacién, porque los rasgos
morfolégicos no fueron suficientes para detectar introgresion, al menos en los
individuos resultantes de retrocruzas.

Seria necesario utilizar técnicas adicionales para revelar la introgresion, como el
analisis de marcadores moleculares.

En parcelas experimentales con descendientes de cruzamientos controlados, asi como
en situaciones naturales, el analisis multivariado mostré un agrupamiento similar,
confirmando la hibridacién e introgresion entre H. petiolaris y el girasol
domesticado.

Las descendencias de plantas atipicas halladas en condiciones naturales presentaron
valores intermedios entre ambas especies parentales, altos coeficientes de
variacion y una elevada esterilidad, confirmando su origen hibrido.

La introgresion de genes de girasol cultivado en poblaciones silvestres disminuy6 la
aptitud biolégica de los descendientes hibridos. Los descendientes de primera y
segunda generacion por polinizacion abierta tuvieron una aptitud menor que la
especie silvestre, en tanto las retrocruzas tuvieron valores intermedios.

El parametro de aptitud mas afectado fue la fertilidad, posiblemente debido a las
diferencias cromosémicas entre ambas especies parentales.

Se observaron diferencias entre las accesiones de distintos origenes geograficos,
sugiriendo un efecto importante del ambiente en la seleccién natural.

Todos los parametros de aptitud se recuperaron en las generaciones posteriores a la
hibridacion, siendo la seleccion natural la causa principal de recuperacion.

La introgresion de genes de girasol cultivado en las poblaciones silvestres origind

plantas con un mayor porte vegetativo. Si bien la biomasa de los descendientes de
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hibridos por polinizacién abierta superd significativamente a H. petiolaris, los
parametros de fertilidad fueron menores, lo que indica una menor aptitud biologica
de los descendientes de hibridos interespecificos.

Los descendientes de hibridacion fueron significativamente mas susceptibles a
enfermedades y plagas que la especie silvestre pura.

El flujo génico del girasol cultivado sobre H. petiolaris afect6 las interacciones bioticas
con sus predadores, demostrando que los genes del cultivo alteran las relaciones
ecologicas en las poblaciones silvestres.

Los resultados confirman la alta probabilidad de transferencia de caracteres del cultivo
y la modificacion de las poblaciones silvestres en el agroecosistema.

Los resultados obtenidos podrian aplicarse al estudio proactivo, caso por caso, de
nuevas caracteristicas del girasol provenientes de mutacién natural o de eventos

transgénicos, para establecer criterios de bioseguridad agropecuaria.
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