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RESUMEN

Las brasicaceas son una importante familia vegetal distribuida en todo el mundo.
Brassica rapa L. (nabo), B. napus L. (colza, canola) y Raphanus sativus L. (rabano,
nabdn) son especies anuales de esta familia, cultivadas desde hace siglos. B. napus
se destaca por su elevada participacion en la produccion mundial de aceites
comestibles. Las poblaciones ferales de estas especies son malezas en diversos

ambientes agricolas de clima templado, incluyendo Argentina.

Actualmente no se dispone de datos de estudios sistematicos sobre flujo génico entre
colza y especies silvestres emparentadas en Argentina, y la dispersion de biotipos de
brasicaceas resistentes a herbicidas. Los objetivos de la presente tesis fueron
actualizar la informacion sobre la naturalizacion y distribucion de brasicaceas
emparentadas con el cultivo de colza en la region pampeana argentina, y
caracterizarlas morfologicamente. Asimismo, se propuso evaluar el flujo génico entre el
cultivo de colza y la maleza emparentada B. rapa, y comprobar la transferencia de la
resistencia a herbicidas desde cultivares con esa caracteristica. Ademas, caracterizar
poblaciones de Raphanus sp. resistentes a herbicidas AHAS y poblaciones ferales de
Brassica sp. resistentes a glifosato. Evaluar en cada caso las condiciones
agroecoldgicas de su emergencia, el origen de la resistencia y, en ultima instancia,

disefiar medidas de control alternativo.

Los resultados de las exploraciones demostraron que Argentina mantiene su vigencia
como centro de biodiversidad secundario de especies emparentadas con el cultivo de
colza, con la presencia de poblaciones brasicaceas ampliamente distribuidas en la
region pampeana. La caracterizacion de las diferentes especies puso de manifiesto las
diferencias entre ellas y se observaron rasgos en algunas poblaciones de B. rapa 'y R.

sativus que podrian inferir el origen feral de estas.

La presencia de plantas hibridas en cuatro poblaciones de B. rapa colectadas en
cercanias de cultivos de colza fue confirmada mediante distintos métodos (morfologia,
fertilidad masculina, contenido de ADN, resistencia a herbicidas). El riesgo de impacto
ambiental inherente al empleo de variedades de colza con resistencia a herbicidas fue
real, aunque la baja fertilidad de los hibridos podria atenuar el efecto y reducir la

dispersion de estos biotipos.

Se confirmé la presencia de poblaciones de R. sativus con resistencia a todas las
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familias quimicas de inhibidores de la AHAS. La secuenciacion de las accesiones
resistentes confirmaron un cambio puntual de aminoécido en el gen de la enzima
AHAS, de triptofano a leucina. La experimentacibn mostré6 que existen otras
alternativas para el control de los nabones resistentes a IMI en varias situaciones y

cultivos.

Se detectaron poblaciones naturales de B. napus y B. rapa con resistencia transgénica
a glifosato. Este descubrimiento podria sugerir que el caracter provino de cultivos de
colza transgénica realizados de manera informal en el pais o de individuos ingresados
como contaminante de semilla, e involucraria procesos de endo y exoferalidad. Dos de
las accesiones de B. rapa presentaron ademas resistencia a herbicidas inhibidores de
la AHAS. La presencia de estas poblaciones presenta un panorama complejo que
involucra aspectos de impacto ambiental por la liberacion en ambientes naturales del

transgen.
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ABSTRACT

The Brassicaceae is an important plant family distributed worldwide. Brassica rapa L.
(turnip, bird's rape), B. napus L. (oilseed rape, canola) and Raphanus sativus L.
(radish) are annual Brassicaceae species cultivated for centuries. B. napus is one of
the most important sources of vegetable oil. Feral populations of these species are

weeds in many agricultural environments, including Argentina.

At present, there are no systematic studies on gene flow between oilseed rape and wild
relatives and the spread of herbicide resistant Brassicaceae biotypes in Argentina. The
objectives of this thesis were to update the information on naturalization and
distribution of oilseed rape wild relatives in Argentina, and to characterize some of
these populations. Also, to assess the gene flow between oilseed rape and B. rapa. In
addition, to characterize Raphanus sp. AHAS-inhibiting resistant populations and
Brassica sp. glyphosate resistant biotypes. To assess in each case the ecological
conditions of its emergence, the origin of the resistance and, finally, to design

alternative control strategies.

The exploration showed that Argentina remains as a secondary center of biodiversity of
oilseed rape wild relatives. Brassicaceae populations are widely distributed in the
Pampas. The characterization of the different species revealed differences between
them and traits were observed in some populations of B. rapa and R. sativus that could

infer a feral origin.

The presence of hybrid plants in four populations of B. rapa collected in the proximity of
oilseed rape was confirmed by different methods (morphology, male fertility, DNA
content and herbicide resistance). The environmental impact inherent of the use of
herbicide resistant oilseed rape cultivars was real, but the low fertility of hybrids could

mitigate the effect and reduce the spread of these biotypes.

The presence of AHAS-inhibiting R. sativus biotypes in Argentina was confirmed. The
sequencing of the AHAS-resistant accessions confirmed a single amino acid change
from tryptophan to leucine at position 574 in the AHAS gene. The assays showed that

there are alternatives to control of AHAS-inhibiting resistant biotypes.

Brassica napus and B. rapa populations with transgenic glyphosate resistance were
detected. Two of the B. rapa accessions also showed AHAS-inhibiting resistance.

These findings suggested that glyphosate resistance might come from GM oilseed rape
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crops cultivated illegally in the country or as a contaminant of seed, and implies gene
flow between feral populations of GM B. napus and wild B. rapa. The presence of these
biotypes presents a complex situation that involves environmental impact of the

dispersion of a transgene in natural habitats.
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INTRODUCCION GENERAL

Las malezas constituyen una de las principales limitantes para la agricultura. Desde su
advenimiento, la agricultura ha creado nuevos nichos ecolégicos en ambientes
fuertemente disturbados, desplazando la flora nativa y facilitando el contacto entre
especies geograficamente separadas. Esto condujo a la evolucién de nuevas plantas
adaptadas a ambientes profundamente modificados. En numerosos casos las malezas
tuvieron una evolucion paralela a la de los cultivos, con quienes incluso comparten

progenitores (Harlan, 1992).

Las complejas relaciones entre las especies domesticadas, sus malezas asociadas y
los parientes silvestres involucran procesos de intercambio genético en todos los
sentidos. La hibridacién entre especies emparentadas parece ser un mecanismo
frecuentemente asociado a la generacion de variabilidad para la emergencia de las
principales especies cultivadas. Este proceso también habria conducido a la
emergencia de nuevas especies invasoras y al aumento de la agresividad de algunas
malezas (Ellstrand, 2003).

La palabra domesticacion deriva del latin domus, casa, hogar. Domesticar significa,
entonces, llevar a la casa. Una planta o animal domesticado es aquel que es llevado al
hogar. Por hogar se entiende tanto la casa propiamente dicha, como el jardin, el
huerto, el corral, el campo. Una domus es mas que un espacio o territorio, es un zona

intimamente conocida y espiritualmente segura (Harlan, 1992).

El proceso de domesticacion, que es un proceso evolutivo, esta asociado a la pérdida
de la capacidad de las especies de reproducirse en forma auténoma, con
independencia de la actividad humana (Harlan, 1992). Si bien la mayor parte de las
especies cultivadas han emergido a partir de la domesticacion de formas silvestres,
algunas de ellas, como la avena (Avena sativa L.) y el centeno (Secale cereale L.),
evolucionaron a partir de especies previamente consideradas malezas (Vavilov, 1951;
Harlan, 1992; Hancock, 2012).

El proceso inverso, denominado dedomesticacion, implica que a partir de plantas
domesticadas se desarrollen plantas capaces de formar poblaciones que persisten
varios ciclos. Aquellas plantas resultantes de un proceso de dedomesticacion son
denominadas ferales (Gressel, 2005). Estas plantas ferales pueden tener dos

origenes. Algunas, como el centeno asilvestrado de California, son descendientes



directos de un cultivo (endoferalidad). Otras, como la remolacha silvestre europea, son
descendientes de hibridos entre el cultivo y otra especie, generalmente silvestre
(exoferalidad) (Gressel, 2005; Ellstrand et al., 2010).

Las brasicaceas o cruciferas (Brassicaceae) son una importante familia vegetal
monofilética, que incluye 338 géneros y 3.709 especies, distribuidas ampliamente en
los mas diversos climas alrededor del mundo (Al-Shehbaz et al., 2006). Son especies
cosmopolitas, presentando una distribucion mundial, incluyendo todos los continentes
excepto la Antartida. La mayor cantidad de géneros se encuentra en las zonas
templadas del Hemisferio Norte, y su abundancia disminuye con la latitud. En los
tropicos su distribucion se ve reducida a zonas montafiosas. El centro mas importante
de diversificacion se encuentra en la regién Irano-Turania (150 géneros y 900
especies), especificamente en las planicies de Turquia donde existe una extrema
diversidad ecoldgica y geologica, por lo que se lo reconoce como el centro principal de
origen. La zona del Mediterrdneo constituye un centro secundario con 113 géneros y
630 especies. Las regiones Saharo-Sindiana y Norte América muestran una
importante reduccion en la diversidad de las especies de brasicaceas, que se acentla
en el hemisferio sur, en especial en Sudamérica (40 géneros y 340 especies) (Lysak y
Koch, 2011; Koch y Kiefer, 2006).

La importancia econémica y social de las cruciferas es destacada, por incluir especies
gue han sido cultivadas por siglos para la alimentaciéon humana, como fuente de
aceites industriales y comestibles, condimentos y productos horticolas. El cultivo
oleaginoso méas importante de la familia es la colza canola (Brassica napus L.),
mientras que como condimentos son utilizadas varias especies de mostazas, en
especial B. nigra (L.) Koch, B. juncea (L.) Czernohorsky y Sinapis alba L. Muchas
especies son importantes cultivos horticolas, principalmente los derivados de B.
oleracea L. (repollos, coles, repollitos de Bruselas, coliflor). Varios miembros de esta
familia presentan un elevado valor potencial como recurso para cultivos con destino
alimenticio, industrial, forraje o para la produccién de biodiesel (por ejemplo B. carinata
Braun, Camelina sativa [L.] Crantz, Crambe abyssinica [Fries] Prina, Eruca vesicaria
[L.] Cav.). Una especie en especial (Arabidopsis thaliana [L.] Heynhold), ha sido
estudiada y adoptada como “organismo modelo” en estudios de genética vegetal
(Warwick, 2011).

Esta familia es también conocida por presentar especies con un alto poder invasor,



gue interfieren en los cultivos més significativos de la humanidad. Se conocen mas de
120 especies cruciferas que son malezas, varias de ellas son cosmopolitas y se
presentan en los sistemas productivos de todo el mundo (por ejemplo B. rapa L.
Sinapis arvensis L., Thlaspi arvense L., Diplotaxis tenuifolia [L.] de Candolle). Algunas
de estas malezas forman complejos maleza-cultivo (Raphanus sativus L.—R.
raphanistrum L.; B. napus-B. rapa) y son capaces de intercambiar genes (incluyendo
transgenes) con las especies cultivadas bajo condiciones naturales (Warwick et al.

2003, 2008), aumentando su invasividad.

Las especies de esta familia presentan una arquitectura floral uniforme y altamente
conservada en la mayoria de sus miembros, permitiendo distinguirla facilmente de
cualquier otra familia. Las flores presentan simetria bilateral, y cuentan en general con
cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis estambres tetradinamos y un ovario bicarpelar. Por
el contrario, los frutos exhiben una enorme variabilidad interespecifica, siendo el
caracter mas importante usado en las clasificaciones taxonOmicas clasicas. La
estructura basica de los frutos consiste en una capsula bivalvada, dividida
longitudinalmente por un falso tabique en dos I6culos, generalmente dehiscentes.
Sobre la base de la relacion largo/ancho, los frutos son clasificados en silicuas y
siliculas, aunque esta divisién no tiene ninguna implicancia filogenética (Lysak y Koch,
2011).

Recientes estudios sittan el origen de las brasicaceas hace 37 millones de afos, en el
Eoceno, edad en la cual un clima calido y himedo dominaba en el planeta, con selvas
tropicales extendiéndose por toda Europa y Asia. En ese ambiente, las cruciferas
evolucionaron como un grupo de especies tropicales, al igual que las familias
hermanas de las cleoméaceas y caparaceas, con las cuales comparte centro de origen.
Sin embargo, hacia el final del Eoceno se produjo un gran cambio climatico, que llevo
a una edad de hielo. Este enfriamiento de la superficie terrestre provoco la
desaparicion de numerosas especies animales y vegetales, y el desarrollo de un
ambiente arido y frio. Este suceso coincide, contrariamente a lo esperado, con la
maxima radiacion de las especies cruciferas, y con la evolucion de ciertos caracteres
gue permitieron la gran diversificacion de esta familia (Couvreur et al., 2010). Estos
caracteres estan asociados a cambios en el sistema reproductivo, tiempos de
floracion, biologia de la polinizacién y cambios en el habito de vida (Franzke et al.,
2011). Su adaptacion contrasta con la de las cleoméceas y caparaceas, que

sobrevivieron solo en zonas tropicales y cuya abundancia es muy inferior. Este gran



cambio climético obligb a las especies a adaptarse, migrar hacia latitudes inferiores o

extinguirse (Couvreur et al., 2010).

Otro suceso importante en la evoluciéon de las brasicaceas fueron las duplicaciones del
genoma (whole-genome duplications). Analisis realizados sobre A. thaliana
demostraron la ocurrencia de tres de estos fendmenos durante la historia evolutiva de
estas especies. La mas antigua de estas duplicaciones ocurrid6 al momento de la
diversificacion de las eudicotas (Eudicotyledoneae), la segunda en la divergencia de
las caricaceas-brasiciceas, y la mas reciente en el nlcleo de las brasicaceas (hace 40
millones de afios), coincidente con su radiacion. Este hecho jugé un papel primordial
en la diversificacion de la familia. La poliploidia provee el material necesario para que
actue la seleccion, extendiendo la resilencia a mutaciones deletéreas, incrementando
la tasa de especiacion y riqueza de especies, y otorgando ventajas adaptativas para

colonizar ambientes inestables (Franzke et al., 2011).

Las brasicaceas evolucionaron y se diversificaron rapidamente impulsadas por estas
dos circunstancias, una externa relacionada con el gran cambio climatico del Mioceno
gue cred habitats abiertos y secos, y nuevos nichos ecoldgicos; y la otra interna y
genética, producto de la duplicacién del genoma, que proveyé el material necesario
para colonizar estos nuevos ambientes. Estos factores provocaron la gran tasa de
radiaciéon de las cruciferas, que es una de las mayores reportadas para plantas

superiores (Franzke et al., 2011).

El ser humano reconocio la importancia de las brasicaceas como fuente de recursos
desde el inicio mismo de la agricultura. Detalles sobre su antigiiedad y domesticacién
han sido encontrados en referencias literarias de varias civilizaciones, yacimientos
arqueoldgicos, taxonomia comparativa, distribucion natural y evidencia citogenética.
Desde el momento en que el hombre hizo uso de las especies de esta familia, su
evolucién se vio afectada y dirigida segun los propésitos y el destino que los antiguos
mejoradores decidieron darle. A partir de este punto, las especies siguieron caminos
distintos. Mientras que las especies silvestres continuaron su evolucion natural bajo la
influencia del ambiente, las plantas que el ser humano tomé para su provecho fueron
moldeadas y domesticadas por éste, creando una gran diversidad segun el uso por el
cual fueron seleccionandose. Incluso, algunas de estas especies tienen su origen en
ambientes cultivados, no encontrdndose en estado silvestre en ningln momento previo

de su evolucion. En cambio, algunas especies silvestres fueron adaptandose a



ambientes modificados por el hombre, sin ser cultivadas, aprovechando los habitats
favorables creados para el cultivo y manteniendo estrechas relaciones con las
especies mejoradas, intercambiando material genético y compitiendo por los recursos

(Gémez-Campo y Prakash, 1999).

Entre todas las especies de brasicaceas domesticadas, sin dudas las del género
Brassica son las de mayor relevancia mundial. Este género comprende 35 especies,
con namero cromosémico variable entre 7 y 11. De estas, seis especies son cultivadas
alrededor del mundo, y forman un complejo cuyas relaciones filogenéticas fueron
descriptas por el botanico coreano Woo Jang-choon (U Nagaharu), en lo que se
conoce como el triangulo de “U”. Las especies diploides B. nigra (BB, 2n=16), B.
oleracea (CC, 2n=18) y B. rapa (AA, 2n=20) descienden de un progenitor comln con
un numero basico de cromosomas x=6. Tras su aparicion, cruzas interespecificas
naturales entre ellas, seguidas de duplicacion espontanea de cromosomas, dieron
origen a las tres especies anfidiploides: B. napus (AACC 2n=38), B. juncea (AABB,
2n=36) y B. carinata (BBCC, 2n=34) (Gupta y Pratap, 2007; Allender y King, 2010;
Iniguez-Luy y Federico, 2011; Prakash et al., 2012).

Una de las primeras especies de brasicaceas domesticadas, y una de las mas
importantes fue B. rapa. La forma silvestre de esta especie, de la cual se originaron las
variedades cultivadas, ha habitado naturalmente toda la zona desde el Mediterraneo
occidental hasta Asia central, donde aun esta presente asociada a habitats ruderales.
Segun evidencias halladas en antiguas escrituras sanscritas de la India, B. rapa ya
estaba domesticada entre 3500 y 4000 afios antes del presente, como un cultivo
multiproposito. La primera referencia histérica proviene de la India, donde una
variedad de B. rapa conocida como sarson es mencionada en la literatura sanscrita.
Actualmente se reconocen dos grandes razas, con centros de origen independientes.
El centro occidental, ubicado en la zona del Mediterraneo, dio origen a las formas
oleaginosas cultivadas actualmente en Norteamérica y Europa, y a las formas de
raices engrosadas utilizadas como horticolas. El centro oriental dio origen a las formas
oleaginosas cultivadas principalmente en India y China, diferentes a las originadas en
Europa, y a formas seleccionadas por sus hojas comestibles (col china, pak choi)
(Appelqgvist, 1972; Gomez-Campo y Prakash, 1999; Gupta y Pratap, 2007; Prakash et
al., 2012).

Se considera que las formas de B. rapa seleccionadas por sus raices e hipocotile



engrosado fueron originadas en la zona del Mediterraneo. Semillas de esta especie
han sido encontradas en sitios neoliticos de 10.000 afios AP, y citas sobre su cultivo y
propiedades alimenticias y medicinales son abundantes en la literatura griega vy
romana antigua. Plinio el Viejo (Gayo Plinio Segundo, 23-79 DC), por ejemplo, en su
Historia Natural menciona extensamente esta especie, llamandola en latin napus y
rapa indistintamente. Se cree que de estas formas horticolas se seleccionaron las
formas oleaginosas europeas, que comenzaron a cultivarse con ese destino en la
Edad Media. Las primeras referencias escritas del cultivo de B. rapa oleaginoso en
Europa datan del siglo XIV, momento a partir del cual su uso se difundi6é especialmente
en los paises del norte europeo, donde las fuentes de aceite vegetal (en especial de
oliva) eran mas reducidas. Su uso predominante fue como aceite para iluminacion y
los primeros cultivares comerciales se registraron en Holanda en el siglo XVI
(Appelgvist, 1972; Reiner et al., 1995; Gomez-Campo y Prakash, 1999; Gupta y
Pratap, 2007; Prakash et al., 2012).

Desde el siglo XVI se encuentran registros de su cultivo en Sudamérica, y en la zona
del antiguo Peru se menciona que los nabos que se comercializaban en la Lima
colonial eran cosechados directamente de los campos de trigo y de las acequias,
donde crecian en forma sub-espontanea. El escape de cultivo parece haber sido
general para estas especies en toda América, desde varios siglos atras (Patifio, 1963).
En nuestro pais la importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida
desde la década del "30 (Ibarra, 1937). Por la misma época se comenzaron a
aprovechar las poblaciones naturales de nabo. Segun Tenembaum (1937), la
abundancia de B. rapa como maleza de trigo y en especial de lino fue tal, que la sola
separacion de los granos de nabo pagaba el trabajo de limpieza y hasta el costo de la
produccion del cereal cosechado. Ese antecedente animé a los productores de
aguellas épocas a intentar la siembra por separado, con un resultado econémico
superior al de la siembra de cereales. El grano de nabo se destinaba a la elaboracién
de aceite no comestible, y cotizdé en la Bolsa de Cereales hasta la década del 60
(Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008).

Entre estas seis especies cultivadas de Brassica, la de mayor relevancia mundial
actualmente es B. napus (colza), que se destaca por su elevada participacion en la
produccion mundial de aceites comestibles. En 2012 se cosecharon mas de 65
millones de toneladas de colza, sobre un superficie de 34 millones de hectareas

sembradas en todo el mundo. Esto hace del aceite de B. napus el tercero en
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importancia, luego del de palma y soja (FAOSTAT, 2015).

Se considera que B. napus deriva de multiples hibridaciones interespecificas
espontaneas entre B. rapa y la col (B. oleracea), ocurridas durante la Edad Media,
cuando se las cultivaba en forma conjunta. Los primeros registros del cultivo de B.
napus en Europa datan del siglo XVI, cuando se comenzé a utilizar como fuente de
aceite (conocido como raepoli) para iluminacion y fabricacion de jabones. Junto con B.
rapa, su cultivo se volvié popular en todo el norte de Europa, incluyendo Escandinavia,
y para el siglo XVIII se habia difundido hasta Inglaterra (Gomez-Campo y Prakash,
1999; Allender y King, 2010; Prakash et al., 2012).

En la segunda mitad del siglo XX, Canada inici6 un destacado proceso de
mejoramiento del cultivo de B. napus. Debido a los bloqueos y dificultades para el
comercio maritimo durante la Il Guerra Mundial, la disponibilidad de lubricantes
marinos estaba restringido. Para superar esa restriccion, el gobierno de Canada
decidié introducir el cultivo de Brassica, debido a que el alto nivel de acido erucico
(acido cis-13-decosenoico, 22:1, n-9) brinda a su aceite excelentes propiedades para
la lubricacion en condiciones de alta humedad y temperatura. EI mejoramiento se inicié
utilizando germoplasma de B. rapa obtenido de Polonia, y de B. napus proveniente de
empresas semilleras de Estados Unidos, donde se referia que las semillas de esa
especie provenian de Argentina. Esto dio lugar a la denominacién de tipo “argentino” y
“polaco” para los cultivares de colza (Appelgvist, 1971; Busch et al., 1994; Thomas,
2003; Prakash et al., 2012).

Luego del final de la Il Guerra Mundial, la produccién de colza decliné rapidamente. El
gobierno de Canada decidi6 entonces destinar el cultivo de estas especies a la
produccién de aceite comestible, debido a la gran adaptibilidad a las condiciones
climaticas de ese pais norteamericano. Sin embargo, ese destino estaba restringido
por los altos niveles de acido erlcico en el aceite, un acido graso insaturado de larga
cadena que habia demostrado ser téxico en ratas. Este hecho habia llevado a la
Direccién Canadiense de Alimentos y Drogas a prohibir la comercializaciéon del aceite
de B. napus y B. rapa para consumo humano. Por otra parte, la presencia de
glucosinolatos, metabolitos secundarios que al hidrolizarse dan lugar a productos
toxicos goitrogénicos, restringia el uso de la harina de extraccién para la alimentacion
animal (Appelqgvist, 1972; Busch et al., 1994; Prakash et al., 2012).

El mejoramiento de estas especies se enfocd a la obtencién de variedades con bajos



valores de ambos compuestos téxicos. En 1966 se desarrolld la primera variedad con
bajo contenido de &cido erucico (cv. Oro) y en 1967 se crearon los primeros cultivares
(cv. Tower) con reducido contenido en glucosinolatos. Ambas caracteristicas
combinadas dieron origen a las variedades identificadas con el nombre comercial de
“canola” (Canadian Oil Low Acid) o colza doble “00”. Para que un cultivar sea
considerado como de calidad canola debe ajustarse a un estandar de calidad mundial
gue exige que los niveles de acido erucico sean menores al 2% y los de glucosinolatos
menores a 20 umoles por gramo de grano (Appelqgvist, 1972; Busch et al., 1994). El
sostenido mejoramiento genético de la colza continu6 durante las décadas siguientes,
y ha producido variedades resistentes a herbicidas, tanto transgénicas (a glifosato y
glufosinato de amonio) como convencionales (resistentes a imidazolinonas) (Senior y
Bavage, 2003).

La especie B. napus no se conoce en estado silvestre, hecho que refuerza las teorias
de su origen en ambientes cultivados (Gupta y Pratap, 2007; Prakash et al., 2012). Sin
embargo, debido a la significativa dehiscencia del fruto, durante la cosecha se pierden
y quedan en el suelo cantidades considerables de semilla, que son transportadas por
la maquinaria agricola (Gulden et al., 2003b; Von der Lippe y Kowarik, 2007, Bailleul et
al., 2012). Las semillas de B. napus tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo vy,
bajo condiciones desfavorables, entrar en dormicién secundaria para emerger
posteriormente como plantas voluntarias. Estas comunidades pueden persistir mas de
cinco afios, como poblaciones ferales (Crawley y Brown, 1995, Pessel et al., 2001,
Simard et al., 2002; Gulden et al., 2003a; Lutman et al., 2003; Pivard et al., 2008).

Los voluntarios de B. napus son usuales en areas de cultivo de colza-canola del oeste
de Canaday en los Estados Unidos, donde se la considera una maleza esporadica. En
Canada, la aparicion de plantas voluntarias de B. napus ha aumentado en las Ultimas
tres décadas, considerandose una de las 10 malezas mas comunes para mediados de
los '90 (Gulden et al., 2008; Simard et al., 2002). Poblaciones ferales de B. napus han
sido detectadas en regiones del mundo donde el cultivo tiene gran difusién, incluyendo
paises de Europa, Estados Unidos y Canada. Suelen desarrollarse en habitats
ruderales como espacios no cultivados, margenes de los cultivos, vera de rutas,
caminos, zanjas, vias férreas, obras en construccion, puertos, instalaciones de
almacenamiento y procesamiento de granos y baldios (Squire et al., 2011; Devos et
al., 2012).



Otro grupo de especies brasicaceas de gran importancia son las pertenecientes al
género Raphanus. Actualmente se considera que el género comprende dos especies
basicas; R. sativus que integra todas las formas cultivadas, y R. raphanistrum, que
crece en estado silvestre (Warwick y Anderson, 1999). R. sativus (rabano) es una
planta euroasiatica cultivada en todo el mundo por el valor alimenticio de sus raices
engrosadas (Kaneko et al., 2011). El origen del cultivo es muy remoto y aunque no ha
sido elucidado por completo, las investigaciones recientes parecen indicar que fue
domesticado independientemente en Europa y Asia (Warwick, 2011; Snow y Campbell,
2005). Reflejo de su antigliedad son las citas en los textos de Herédoto (484-424 AC),
y las figuras encontradas en las paredes de 4000 afios de las piramides de Egipto. En
el oriente, el radbano fue cultivado en el este de China hace més de 2000 afios, y es alli

donde su diversidad morfolégica y culinaria es mayor (Snow y Campbell, 2005).

Las teorias propuestas para explicar el origen de R. sativus como cultivo incluyen la
domesticacion a partir de alguna de las subespecies de R. raphanistrum o por
hibridizacion entre ellas (Lewis-Jones et al., 1982). Mas recientemente, estudios
moleculares han apuntado hacia eventos de domesticacion multiples e
independientes, a partir de distintas poblaciones y subespecies de Raphanus silvestre
(Yamagishi y Terachi, 2003; Yamane et al., 2005; LU et al., 2008). El rabano cultivado
presenta alta variabilidad morfologica y sus cultivares se clasifican en tres grupos
botanicos: oleiferus, caudatus y sativus. Los tipos sativus han sido seleccionados por
sus raices engrosadas (var. sativus Saz., rdbano chino del norte, hatsuka, rabano
chico europeo; var. hortensis Becker, rabano chino del sur, rabano japonés; var. niger
Pers., rabano negro espafiol). En cambio, los cultivares de caudatus fueron mejorados
para producir frutos largos y carnosos para su consumo en estado inmaduro (var.
caudatus Hooker & Anderson, rabano cola de rata), y los oleiferus por su produccion
de semillas con altos niveles de aceite o para forraje (var. chinensis) (Rabbani et al.,
1998; Kaneko et al., 2007; LU et al., 2008).

El rdbano fue uno de los primeros cultivos introducidos en América por los
colonizadores espafioles, hallandose menciones desde el siglo XVI. Ya en la época
colonial se habia vuelto sub-espontaneo e invadia suelos agricolas (Patifio, 1963). En
nuestro pais aparece mencionado en el Almanaque de 1937 del Ministerio de
Agricultura, donde es referido como maleza frecuente del trigo y lino (Ibarra, 1937). La
forma asilvestrada o feral, conocida con el nombre vulgar de nabon, posee raices mas

delgadas y ciclo corto, es una maleza usual en cultivos de cereales, oleaginosas y
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horticolas en la regién pampeana argentina. El nabdn crece principalmente en habitats
disturbados, como banquinas de rutas, caminos, vias de trenes, baldios, y en suelos
agricolas (Parodi, 1964; Boelcke, 1967; Marzocca et al., 1976).

Raphanus raphanistrum por su parte es una maleza nociva a nivel mundial, reportada
como tal para 45 cultivos en al menos 65 paises (Blackshow et al., 2002; Snow y
Campbell, 2005; Warwick y Francis, 2005). Nativa de las costas del Mediterraneo
(Europa, el Oriente Medio y el norte de Africa), se encuentra naturalizada en regiones
templadas de los dos hemisferios. En especial, se encuentra ampliamente distribuida
en Canad4, Estados Unidos, México y Australia (Warwick y Francis, 2005). La
presencia de R. raphanistrum como maleza en la Argentina fue documentada por
Parodi (1964), Boelcke (1967), Marzocca et al. (1976) quienes mencionaron que era
una especie adventicia rara, circunscripta a la regién noreste de la provincia de
Buenos Aires. Martinez-Laborde (1999) localiza a la especie en las provincias de
Buenos Aires, Chaco, Entre Rios, Misiones y Santa Fe. Se cree que R. raphanistrum
ingres6 a América traido como contaminante por los europeos. En Estados Unidos es
mencionada como una maleza introducida entre 1820 y 1830 (Warwick y Francis,
2005).

En Argentina, el renovado interés por el cultivo de colza y la presion comercial para
liberar variedades resistentes a herbicidas, ha promovido un fuerte interés en
investigar el flujo génico desde el cultivo hacia las malezas cruciferas. Una evaluacion
de las posibles consecuencias del flujo génico entre colza GM y parientes silvestres
realizada por CONABIA en 1996 llevo a la SAGPYA a denegar la solicitud de ensayo a
campo con colza-canola resistente al herbicida glifosato. No obstante, se ha avanzado
en la introduccion de lineas no transgénicas con resistencia a herbicidas
imidazolinonas (INASE, 2015).

El cultivo de variedades resistentes a herbicidas presenta el riesgo de transferencia de
esa caracteristica a especies silvestres emparentadas que constituyen importantes
malezas. Ello podria aumentar la agresividad de estas malezas y dificultar su control
(Devos et al., 2004, Warwick et al., 2008). El flujo génico y la introgresion exitosa de
los caracteres de resistencia dependen de la coincidencia geogréfica de los cultivos
con sus parientes silvestres, de su compatibilidad sexual y tasa de hibridacién. Las
especies deben tener periodos de floracién coincidentes, compartir polinizadores y

encontrarse en un rango de dispersién de polen viable. Deben producirse hibridos
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fértiles, y el gen debe trasmitirse a través de sucesivas retrocruzas y estabilizarse en el
genoma de las especies silvestres. Aunque la posibilidad de ocurrencia de estos
eventos es real, la probabilidad es generalmente baja aunque varia con las especies y
las circunstancias (Légere, 2005; Devos et al., 2009).

La probabilidad de transferencia de genes entre las distintas Brassica es relativamente
alta debido a la compatibilidad cruzada de los miembros del triAngulo de U (Hall et al.,
2005). Numerosos estudios han demostrado que las cruzas interespecificas pueden
resultar en hibridos exitosos (FitzJohn et al., 2007, Devos et al., 2009). Las cruzas con
mayor propension al flujo génico estarian dadas por las que involucran a B. rapa y B.
napus (Devos et al., 2009). De hecho, se ha confirmado la transferencia de resistencia
a herbicidas a través de sucesivas generaciones (Snow et al., 1999), y la persistencia
de dicha caracteristica en poblaciones silvestres de B. rapa, mas alla de seis afios en

ausencia de presion de seleccion con herbicida (Warwick et al., 2008).

La flora natural de Argentina contiene 68 géneros de la familia Brassicaceae,
incluyendo B. rapa (nabo) y R. sativus (nabdn), que son malezas invasoras en mas de
veinte provincias (Marzocca et al., 1976; Martinez-Laborde, 1999). En Argentina R.

sativus (x=9) también se cultiva como hortaliza y forraje.

Otra posible via de escape de los genes del cultivo son las plantas voluntarias
(guachas) y las poblaciones ferales. Las poblaciones ferales suelen tener floraciéon
prolongada, en alta coincidencia con las especies silvestres. Estas caracteristicas
hacen de los voluntarios un componente importante del flujo génico, considerados
corredores o puentes genéticos que facilitan el contacto entre especies (Pessel et al.,
2001, Gruber & Claupein, 2007).

La aparicion de resistencia a herbicidas en las malezas no sélo puede ocurrir a través
de cruzamientos con cultivos seleccionados para resistir herbicidas. También puede
originarse en un proceso evolutivo por el cual individuos resistentes debido a
mutaciones espontaneas, inicialmente presentes a muy baja frecuencia en la
poblacion, incrementan su frecuencia debido a la selecciéon. Un biotipo se considera
resistente a un herbicida cuando posee la habilidad hereditaria de reproducirse tras la
exposicion a una dosis que para el biotipo silvestre es letal (Holt et al., 1993; Prather et
al., 2000). La aparicion de resistencia es un proceso evolutivo por el cual individuos
resistentes debido a mutaciones espontaneas, inicialmente presentes a muy baja

frecuencia en la poblacién, incrementan su frecuencia debido a la seleccién. El
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reiterado uso de herbicidas elimina a las plantas susceptibles, dejando que se

reproduzcan solo las resistentes (Prather et al., 2000).

La aparicion de biotipos resistentes a los herbicidas ha sido comprobada en
numerosas especies invasoras. En la Argentina se conocen a la fecha 16 casos de
malezas resistentes, correspondientes a 10 especies distintas (Heap, 2015). En el sur
de Brasil, Theisen (2008) confirm6 la existencia de poblaciones de R. sativus con
resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de la enzima acetohidroxiacido sintetasa
(AHAS). En Australia R. raphanistrum también ha desarrollado resistencia a los
mismos herbicidas (Walsh et al., 2004). En esta especie existe el flujo génico entre
cultivo y maleza, que podria haber aumentado la variabilidad de las poblaciones
ferales (Snow et al.,, 2001; Ridley et al., 2008). Si bien los miembros de la familia
Brassicaceae constituyen menos del 10% de los casos de malezas resistentes (Heap,
2015), su elevada capacidad de hibridacién los tornaria altamente propensos a

desarrollar resistencia a herbicidas.

Las hipétesis planteadas conjeturan que el flujo génico entre cultivos de colza (B.
napus) con resistencia a herbicidas y poblaciones naturales de B. rapa podria implicar
la transferencia de esa caracteristica a la especie maleza. Es posible también que bajo
las condiciones de campo se seleccionaran biotipos resistentes de malezas
brasicaceas debido a aplicaciones reiteradas del mismo grupo de herbicidas en los
distintos cultivos de la rotacion. Algunas poblaciones de R. sativus presentarian
resistencia cruzada a distintas familias de herbicidas inhibidores de la AHAS, mientras
que ciertos biotipos de B. rapa y B. napus presentarian resistencia a glifosato. Esta
tesis fue disefiada para generar informacion basica que permita inferir sobre los
aspectos agroecoldgicos determinantes de la adquisicion de resistencia a herbicidas

por parte de malezas brasicaceas.
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OBJETIVOS
General

El objetivo de esta tesis fue caracterizar taxonémica y agroecolégicamente

poblaciones naturales del género Brassica y Raphanus con resistencia a herbicidas.
Especificos

Objetivo 1: Actualizar la informacién sobre la naturalizacion y distribucion de
brasicaceas emparentadas con el cultivo de colza (Brassica napus) en la region

pampeana argentina, y caracterizarlas morfolégicamente.

Hipétesis 1: La region pampeana argentina presenta condiciones aptas para el
desarrollo de poblaciones naturales de especies brasicaceas emparentadas con el
cultivo de colza (Brassica napus). La caracterizacion de las poblaciones en un jardin
comun mostrara diferencias entre ellas, producto de los distintos origenes y ambientes
al cual se adaptaron. Algunas de estas caracteristicas podran servir para inferir el

origen feral de estas poblaciones.

Objetivo 2: Detectar evidencias de flujo génico desde el cultivo de colza (Brassica
napus) hacia poblaciones naturales de B. rapa, incluyendo la adquisicion de

resistencia a herbicidas desde variedades del cultivo con esa caracteristica.

Hipétesis 2: El flujo génico entre cultivos de colza (B. napus) y poblaciones naturales
de B. rapa es posible, y cuando las variedades implicadas presenten resistencia a

herbicidas este caracter se transferira a la maleza.

Objetivo 3: Caracterizar poblaciones de nabdn (Raphanus sp.) resistentes a
herbicidas AHAS, evaluar las condiciones agroecolégicas de su emergencia y disefiar

medidas de control alternativo.

Hipétesis 3: Los biotipos de Raphanus sp. presentaran resistencia cruzada a distintas
familias de herbicidas inhibidores de la AHAS, que comparten el mismo sitio de accién,
seleccionadas bajo las condiciones de campo debido a aplicaciones reiteradas del

mismo grupo de herbicidas en los distintos cultivos de la rotacion.

Objetivo 4: Caracterizar poblaciones ferales de Brassica sp. resistentes a glifosato,
estableciendo el perfil de resistencia y determinando el origen de la misma, asi como

evaluar distintas medidas de control alternativo.
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Hipétesis 4: Las poblaciones ferales de Brassica sp. presentaran resistencia a

glifosato de origen transgénico, que podra ser detectada mediante diversas técnicas.
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Capitulo 1: DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA
DE POBLACIONES NATURALES BRASICACEAS DE ARGENTINA

Las brasicaceas son una importante familia vegetal que reviste un interés especial
debido a que incluye varias especies cultivadas, ornamentales y organismos modelos.
La familia se encuentra distribuida ampliamente en los mas diversos climas alrededor
del mundo, abarcando todos los rincones del mundo, excepto la Antartida. La mayor
distribucién y abundancia de taxas ocurren en el hemisferio norte, sin embargo
numerosos generos son halladas en el hemisferio sur, varios de los cuales son

endémicos en esas regiones (Lysak y Koch, 2011; Al-Shehbaz et al. 2006).

Entre las especies de brasicAceas de mayor relevancia mundial, Brassica napus L.
(colza, canola) se destaca por su elevada participacion en la produccion mundial de
aceites comestibles. Otra brasicacea utilizada a nivel mundial como oleaginosa vy
horticola es B. rapa L., que presenta grupos definidos o subespecies, diferenciados
por sus caracteristicas morfolégicas. El tipo oleifero es utilizado como colza-canola
principalmente en el oeste de Canada, donde se la conoce como turnip rape o “colza
tipo polaco”. Otros grupos estan formados por subespecies cultivadas por sus hojas
(col china, Pak-choi, Pet-sal) 0 sus raices carnosas (nabo) (Gémez-Campo y Prakash,
1999; Prakash et al., 2012).

Tanto B. rapa como B. napus son nativas de Eurasia. Segun evidencias halladas en
antiguas escrituras Sanscritas de la India, B. rapa ya estaba domesticada entre 3500 y
4000 afos antes del presente (Appelgvist, 1972; Gupta y Pratap, 2007; Prakash et al.,
2012). Por su parte, se considera que B. napus deriva de multiples hibridaciones
interespecificas espontaneas entre B. rapa y la col (B. oleracea L.), ocurridas durante
la Edad Media, cuando se las cultivaba en forma conjunta. Los primeros registros del
cultivo de B. napus en Europa datan del siglo XVI, cuando se comenzdé a utilizar como
fuente de aceite (conocido como raepoli) para iluminacion y fabricacién de jabones
(Gomez-Campo y Prakash, 1999; Allender y King, 2010; Prakash et al., 2012).

La forma silvestre de B. rapa, de la cual se originaron las variedades de nabo
alimenticio y colza polaca, es una maleza altamente invasora de una gran cantidad de
cultivos. En Argentina es una maleza comun en cultivos de trigo y otros cereales de
invierno. Se difunde como contaminante botanico de las semillas de los cereales y
también persiste en los rastrojos. En los veranos lluviosos puede rebrotar luego de la

cosecha de los cereales invernales. También puede afectar cultivos de girasol, maiz,
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sorgo, montes frutales, huertas y alfalfares. Con frecuencia sus semillas se encuentran
entre los cuerpos extrafios o impurezas de la alfalfa (Parodi, 1964; Marzocca et al.,
1976).

En nuestro pais la importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida
desde la década del 30 (Ibarra 1937). Segun Tenembaum (1937), la abundancia de B.
rapa como maleza de trigo y de lino era tal, que la separacién de los granos de nabo
pagaba el trabajo de limpieza y el costo de la produccion del cereal cosechado. Por la
misma década se promovio el cultivo de la maleza por separado, con un resultado
econdmico superior al de la siembra de cereales. El grano de nabo se destinaba a la
elaboracion de aceite no comestible, y cotizo en la Bolsa de Cereales hasta la década
del 60 (Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008).

En la segunda mitad del siglo XX, Canada inici6 un destacado proceso de
mejoramiento para lograr que el aceite de colza fuera comestible. Este uso estaba
limitado por el &cido erucico del aceite y los glucosinolatos en la harina de extraccion.
En 1966, Canada desarroll6 la primera variedad con bajo contenido de &cido erucico y
en 1967 se crearon los primeros cultivares con reducido contenido en glucosinolatos.
Ambas caracteristicas combinadas dieron origen a las variedades identificadas con el
nombre comercial de “canola” (Canadian Oil Low Acid) (Appelqvist, 1972; Busch et al.,
1994; Prakash et al., 2012).

La ecofisiologia de las poblaciones naturales de B. rapa y B. napus no ha sido
estudiada en profundidad, aunque los datos fisiolégicos de las variedades
domesticadas es abundante. En especial, lo referido al contenido de aceite y la
proporcion de los distintos acidos grasos que lo componen. En cultivares primaverales
de ambas especies se detallan contenidos totales de materia grasa de entre 40 y 45%
(Gulden et al., 2008). La composicién de los acidos grasos determina el destino y uso
de los aceites de B. rapa y B. napus. Para que un cultivar sea considerado como de
calidad canola debe contener menos de 2% de &cido erdcico en el aceite y el
contenido de glucosinolatos en la harina de extraccion debe ser menor a los 30 pmol
gr'! (Thomas, 2003; Gulden et al., 2008).

La contribucién del recurso fitogenético de Argentina para la modernizacion del cultivo
de colza-canola fue destacada. Durante la primera mitad del siglo pasado, el nabo (B.
rapa), un agresivo invasor de los cultivos invernales, se convirti6 en un recurso

econémico de exportacion. El valor de esta maleza, que cotizaba en la Bolsa de
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Cereales de Buenos Aires, se debia a que su aceite se empleaba como lubricante de
motores a vapor, principal fuerza motriz utilizada en esas épocas (Pascale, 1976;
Iriarte y Valetti, 2008).

Brassica rapa (nabo, nabo silvestre, colza polaca) es una hierba anual, de raiz
pivotante delgada, aunque en algunas variedades cultivadas y en poblaciones ferales,
la raiz puede estar engrosada. Posee tallos erguidos ramificados, de 0,3 a 1,5 m de
altura, redondos, pruinosos, glabros o con tricomas. Las hojas basales son cortamente
pecioladas, lirado-pinatifidas, dentadas, no persistentes. Las hojas superiores son
lanceoladas, enteras y abrazadoras en la base. La pubescencia en las hojas es
variable, las inferiores poseen pelos hispidos en la lamina, con la base bulbosa, dando
la apariencia de puntos blancos sobre las hojas vistas desde arriba. Las de la parte
superior pueden ser totalmente glabras. Racimos en los extremos de las ramas, con
las flores superando los pimpollos, alargados durante la fructificacion. Los pétalos son
de color amarillo intenso, de unos 7-12 mm de longitud. Las silicuas se disponen a
madurez de forma oblicuamente ascendente, miden de 4 a 7 cm de longitud, con un
rostro delgado de 8-22 mm de longitud (1/3-1/2 del largo de las valvas). Las semillas
son globosas, castafio-rojizas a negras, de 1,2-1,5 mm (Parodi, 1964; Boelcke, 1967;
Marzocca et al., 1976; Marzocca, 1995; Mulligan, 1995; Gulden et al., 2008).

Brassica napus (colza, canola) es una planta anual, ocasionalmente bienal, de
profunda raiz pivotante y abundantes raices secundarias. Posee tallos erectos y
ramificados, que en condiciones favorables pueden alcanzar 1,6 m de altura. Hojas de
color verde oscuro a glaucas, las basales lobuladas pecioladas, las del estrato medio
poseen un peciolo breve, y las superiores no poseen peciolo y son abrazadoras. El
nivel de abrazamiento de las hojas superiores es parcial en B. napus, lo cual la
diferencia de B. rapa, que presenta abrazamiento total. La pubescencia es escasa en
toda la planta. Flores amarillas, méas claras y grandes que B. rapa, con pétalos de 10 a
12 mm de largo. Las flores abiertas no suelen superar los pimpollos. Las silicuas son
de 6 a 8 cm de largo por 4 a 5 mm de ancho, conteniendo entre 10 y 30 semillas.
Rostro delgado de 9-16 mm de longitud, de 1/5-1/6 del largo de las valvas. Semillas
esféricas, castafio-rojizas a negruzcas de 1,8 a 2,7 mm, con un peso de 1000 que no

supera los 4 gramos (Mulligan, 1995, Gulden et al., 2008).

Otra importante especie brasicacea es Raphanus sativus L. (rabano o nabon), una

planta euroasiatica cultivada en todo el mundo por el valor alimenticio de sus raices
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engrosadas. La forma asilvestrada o feral, de raices mas delgadas y ciclo corto, es
una maleza comun de cultivos de cereales, oleaginosas y horticolas en la region
pampeana argentina. El nabon crece principalmente en habitats disturbados, como
banquinas de rutas, caminos, vias de trenes, baldios, y en suelos agricolas (Parodi,
1964; Boelcke, 1967; Marzocca et al., 1976).

El rdbano fue uno de los primeros cultivos introducidos en América por los
colonizadores espafoles, hallandose menciones desde el siglo XVI. Ya en la época
colonial se habia vuelto sub-espontaneo e invadia suelos agricolas (Patifio, 1963). En
nuestro pais aparece mencionado en el Almanaque de 1937 del Ministerio de

Agricultura, donde es referido como maleza frecuente del trigo y lino (Ibarra, 1937).

Raphanus sativus es una planta anual o bienal, de raiz pivotante gruesa, napiforme,
blanquecina o coloreada. Posee tallos erectos, de 40-130 cm de altura, simples o
ramificados, generalmente con pubescencia hispida en la parte inferior, y glabros vy
glaucos en la superior, desde verdes con tintes rojizos, hasta casi totalmente rojizo-
violaceos. Las hojas son pecioladas, las inferiores y medias lirado-pinatipartidas a
pinatisectas, de margen dentado, con 4-5 pares de foliolos laterales paulatinamente
menores, con ancha base soldada al raquis. Las hojas medias y superiores son
gradualmente mas simples, a menudo glabras. Racimos terminales y axilares laxos de
10-50 flores. Flores con pétalos blancos, rosado-violaceos o lilaceos, con nervaduras
oscuras, de unos 20-23 x 7-8 mm. El fruto es una silicua gruesa, carnosa, oblongo-
cbnica, indehiscente, de hasta unos 8 cm de longitud, con la parte valvar muy breve,
vana, semejando un pedicelo, y la parte estilar muy desarrollada, con las semillas
incluidas en un tejido esponjoso y terminada en un rostro alargado coénico. Semillas
grandes, ovadas, hasta 4 mm de longitud, con tegumento castafio-rojizo, reticulado
(Boelcke, 1967; Marzocca et al., 1976; Hernandez-Bermejo, 1993; Marzocca, 1994).

Otras especies brasicaceas relacionadas con el cultivo de colza, presentes en la flora
natural argentina y con amplia difusién en la regién pampeana son B. nigra (L.) Koch y
Sinapis arvensis L. Ambas especies son citadas en nuestro pais como malezas,
normalmente encontradas a lo largo de bordes de caminos, vias férreas, areas

perturbadas, terrenos baldios, campos y huertas (Marzocca et al., 1976).

Brassica nigra (mostaza negra) es una hierba anual, erguida, escasa a densamente
hirsuta, al menos cerca de la base. Los tallos pueden tomar una altura de entre 30 y

200 cm de alto, usualmente ramificados. Las hojas basales son lirado-pinnatifidas a
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pinnatipartidas con peciolos de hasta de 10 cm de largo. Las hojas superiores son
similares a las basales pero reducidas hacia el apice y menos divididas, sésiles o casi
sésiles pero no auriculadas, ovado-elipticas a lanceoladas. Los pedicelos fructiferos
son erectos, adpresos al tallo, rectos. Las flores presentan pétalos amarillos, de 7-11 x
3-4,5 mm. Los frutos son erecto-ascendentes, adpresos al tallo, cuadrangulares, de 1-
2,5 x 2-3 mm; valvas notablemente aquilladas por la nervadura central, con 4-10
semillas. El rostro de las silicuas es linear, sin semillas, de 2-5 mm de largo, angosto.
Las semillas son castafias a negras, de 1,2-1,5 mm de didametro, cominmente
reticuladas, minutamente alveoladas (Parodi, 1964; Boelcke, 1967; Marzocca et al.,
1976).

Sinapis arvensis (mostaza silvestre) tambien es una hierba anual de tallos simples o
ramificados de 20-100 cm de alto, hirsutos o hispidos. Ramas oblicuamente
ascendentes, generalmente con una mancha rojiza en la axila. Las hojas son
escasamente pubescentes, lirado pinnatifidas y con 1-4 l6bulos laterales a cada lado,
a veces no divididas. Los peciolos de las hojas inferiores son de 1-4 cm de largo, los
de las hojas superiores son cortos, rara vez subsésiles. Pedicelos fructiferos
ascendentes o suberectos. Los pétalos son de color amarillo brillantes, obovados, de
0,9-1,2 cm x 4-6 mm. Las silicuas pueden ser glabras o pubescentes, lineares, de 2 a
4,5cm x 2,5 a 3,5 mm, con 8-16 semillas. El rostro o segmento terminal de las silicuas
es conico, de 1 a 1,6 cm de largo, recto o curvado hacia arriba, 1-seminado. Semillas
castafio-rojizas a negras, globosas, de 1,5-2 mm de diametro (Parodi, 1964; Boelcke,
1967; Marzocca et al., 1976).

Si bien histéricamente la colza en Argentina presenta fuertes fluctuaciones en su
importancia relativa, la demanda de aceites para biodiesel ha despertado un nuevo
interés por su cultivo. EI mercado local cuenta con mas de 30 cultivares comerciales
(INASE, 2015). Sin embargo no hay disponibles variedades transgénicas debido a las
restricciones que implica la existencia de parientes silvestres naturalizados (SAGPYA,
1997). El empleo de colza transgénica o0 mutantes resistentes a herbicidas, podria
contribuir a mejorar la competitividad del cultivo. Frente a este posible escenario
resulta imprescindible conocer el estado de la difusién de los parientes silvestres
sexualmente compatibles con la colza, si la floracién es coincidente y si existen

polinizadores comunes.

Los objetivos fueron actualizar la informacion sobre la naturalizacion y distribucion de
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brasicAceas emparentadas con el cultivo de colza (Brassica napus) en la region
pampeana argentina, y caracterizarlas morfol6gicamente. Como hipétesis de trabajo
se planted que la region pampeana argentina presenta condiciones aptas para el
desarrollo de poblaciones naturales de brasichAceas emparentadas con el cultivo de
colza (Brassica napus). La caracterizacion de las poblaciones en un jardin comdn
mostrard diferencias entre ellas, producto de los distintos origenes y ambientes al cual
se adaptaron. Algunas de estas caracteristicas podran servir para inferir el origen feral

de estas poblaciones.
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MATERIALES Y METODOS

Distribucion geogréfica

Entre 2008 y 2014 se realizaron quince misiones de exploracion para ubicar las
especies de interés, principalmente en la region pampeana argentina, incluyendo las
provincias de Buenos Aires, La Pampa y Codrdoba. También se visitaron
esporadicamente las provincias de Entre Rios, Tucuman, Salta, Mendoza y Rio Negro.
Las misiones se realizaron a través de rutas nacionales, provinciales y caminos

vecinales.

La presencia de malezas brasicaceas fue documentada considerando las condiciones
de aparicion y la morfologia de las plantas, priorizando la presencia de las especies B.
rapa, B. napus y R. sativus. En algunos casos, en especial en poblaciones
combinadas, también se revel6 la presencia de las especies B. nigra, Sinapis arvensis,
Hirschfeldia incana, Rapistrum rugosum y Capsella bursa-pastoris. Cada caso fue
georeferenciado con un posicionador satelital (GPS Garmin eTrex vista Hcx), mapas

provinciales y el software Google Maps (2014).

Se realizaron observaciones de los componentes del habitat de cada caso, con énfasis
en la flora acompafante. Para determinar el nivel poblacional de las especies se utilizé
una escala semi-cuantitativa desarrollada por Domin-Krajina (Mueller-Dombois y
Ellenberg, 1974). Los registros histéricos del manejo agricola de aquellos lotes en los
cuales se hallaron malezas brasicaceas fueron provistos por los responsables técnicos

de los establecimientos.

La composicion de la flora natural de Argentina fue provista por Martinez-Laborde
(1999). La importancia histérica de cada especie se estimé de acuerdo a la inclusién
en fuentes especializadas en control de malezas (Parodi, 1964; Boelcke, 1967,
Marzocca et al., 1976; Marzocca, 1994; CASAFE, 2007).

Se observaron ejemplares depositados en los herbarios de la Universidad de Buenos
Aires (BAA) y del Instituto Darwinion (Sl), correspondientes a los géneros Brassica y
Raphanus. Se recolectaron datos de cada registro, tomando fecha, colector, habitat y

ubicacién geografica.

Caracterizacién morfolégica

En el campo experimental se caracterizaron plantas de un grupo de accesiones de
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Brassica rapa, B. napus, B. nigra, Raphanus sativus y Sinapis arvensis a partir de
semilla recolectada bajo condiciones naturales. La caracterizacién fue realizada en un
jardin comun en el Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur
(UNS), (38°41'46"S, 62°14'55"0), durante tres ciclos, incluyendo los afios 2011, 2013 y
2014.

El estudio consté de ocho poblaciones de Brassica rapa (nabo), cuatro cultivares o
poblaciones de B. napus (colza), dos de B. nigra (mostaza negra), tres de S. arvensis
(mostaza silvestre) y siete de R. sativus (nabon) (Tabla 1.1). En estos ensayos se
incluyeron como controles accesiones de B. carinata (mostaza Etiope), B. rapa ssp.
rapa (nabo cultivado), B. napus var. napobrassica (nabicol, colinabo o rutabaga), B.
oleracea var. viridis (berza), B. oleracea convar. acephala var. gongylodes (colirrabano,
kholrabi), Eruca vesicaria ssp. sativa (rucula), Eruca vesicaria ssp. vesicaria (roqueta o
rdcula silvestre), pero no formaron parte de los analisis. Las poblaciones de B. rapa
recolectadas en habitats con contacto con el cultivo de colza (B. napus) y presentaban

evidencias de flujo génico e hibridacion también fueron excluidas en el analisis.

Las plantas se criaron en bandejas multicelda con sustrato comercial Growmix
(Multipro) bajo condiciones de invernaculo con luz natural, riego diario y a temperatura
de 20-25°C. En el estado de B4 de la escala CETIOM (Arnoud, 1989), en el mes de
junio, las plantas fueron trasplantadas al campo experimental, bajo un marco de

plantacion de 0,3 x 0,5 m.

Las plantas fueron caracterizadas durante todo su ciclo utilizando 48 descriptores, 22
cuantitativos y 26 cualitativos, aceptados internacionalmente (IBPGR, 1990) (Tabla
1.2). Se sigui6 la fenologia utilizando la escala de estados de desarrollo desarrollada
para la especie B. napus por el CETIOM, considerando las fechas de induccién (C2),

inicio de floracion (F1) y madurez (G5).

A madurez, las plantas fueron cosechadas y almacenadas a temperatura ambiente en
el laboratorio. Bajo estas condiciones se determinaron los caracteres de silicua y
semilla, incluyendo largo y ancho de silicua, largo de rostro, nimero de semillas por
silicua y biomasa de las semillas. Este ultimo caracter se obtuvo sobre un bulk de cada

poblacion, pesando la biomasa de cinco repeticiones de 100 semillas.

Se utilizé un disefio en bloques incompletos, debido a que no todos los tratamientos

estuvieron presentes en todos los bloques. Se consideraron los afios de evaluacion
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como bloques, las especies 0 poblaciones de brasicaceas como tratamientos y los
valores de planta individual como repeticiones. Los datos cuantitativos fueron
analizados mediante ANOVA y las medias fueron comparadas con el test de Tukey (p
<0,05). Los datos cualitativos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Se realizé analisis discriminante (AD) basandose en datos cuantitativos
y cualitativos, andlisis de componentes principales (ACP) para los datos cuantitativos,
y dendograma de agrupamiento basado en la distancia de Gower. Para todos los

andlisis se utilizé el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2015).
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Tabla 1.1: Poblaciones naturales de brasicaceas argentinas utilizadas para la caracterizacibn morfolégica. Registro original de las

poblaciones y nombre utilizado en otros capitulos de esta tesis (entre paréntesis).

Localidad

Especie Registro Afio Habitat Otros datos Colectores
cercana
Brassica rapa BR0308 Juarez (BA) 2008 Camino entre Juarez y Tandil.  Poblacion pura. Plantas  Presotto,
(JUA) Bajo inundable. uniformes, gran tamafio. Cantamutto.
Brassica rapa BR1012 Bariloche (RN) 2012 Banquina Av. Bustillo Km 3, Pandoilfo.
margen del lago Nahuel Huapi.
Brassica rapa BR1612 LaDulce (BA) 2012 Dentro de lote de soja. Presotto
(LDU) Establecimiento El Diez.
Brassica rapa BR0213 Energia (BA) 2013 Banquina de RP 228. Cantamutto.
Brassica rapa BR0313 Quequén (BA) 2013 Borde de alambrado lindero a  Poblacion mixta con R. Cantamutto.
cebada. sativus.
Brassica rapa BR1113 S. Ventana (BA) 2013 Banquina de ruta. Cantamutto.
Brassica rapa BR1213 Balcarce (BA) 2013 Banquina de camino vecinal. Poblacion muy extensa, Pandolfo,
junto con B. nigra. Cantamutto.
Brassica rapa BR1313 Balcarce (BA) 2013 Dentro de lote de soja. Pandoilfo,
(BAL-R) Establecimiento San Juan. Cantamutto.
Brassica napus BN8450 - 2010 Variedad Nexera 8450. Dow Agroscience S.A. -
(BNR)
Brassica napus BN1700 - 2010 Variedad Nexera 1700. Dow Agroscience S.A. -
(BNC)
Brassica napus ~ BNO0513  Villegas (BA) 2013 Banquina de ruta, en un bajo.  Voluntarios de un cultivo. Cantamutto.
Brassica napus BN1512 Chaves (BA) 2012 Dentro de lote agricola. Pandolfo, Presotto,
(GER) Establecimiento La Germana. Ureta, Poverene,
Cantamutto.
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Continuacioén Tabla 1.1

Especie Registro Localidad Afio Habitat Otros datos Colectores
cercana
Raphanus sativus RS0108 Pringles (BA) 2008 Borde de lote agricola. Presotto, Ureta,
(PRI) Cantamultto.
Raphanus sativus RS0208 S. Ventana 2008 Borde de lote agricola. Presotto, Ureta,
(SDV) (BA) Cantamutto.
Raphanus sativus RS0408 Balcarce (BA) 2008 Borde de lote agricola. Presotto,
(BAL-1B) Establecimiento San Juan. Cantamutto.
Raphanus sativus RS0508 Balcarce (BA) 2008 Dentro de lote agricola. Presotto,
(BAL-1A) Establecimiento San Juan. Cantamultto.
Raphanus sativus RS0211  Pieres (BA) 2011 Dentro de lote agricola. Pandolfo, Presotto,
(PIE-A) Cantamultto.
Raphanus sativus RS2113  H. Ascasubi 2013 Campo Experimental de la EEA Poblacion con flores Pandolfo, Renzi.
(BA) INTA Hilario Ascasubi. amarillas y violetas.
Brassica nigra BNI1408 Suarez (BA) 2008 Banquina de ruta. Plantas de gran altura. Presotto,
Cantamultto.
Brassica nigra BNI0812 Necochea 2012 Banquina RP 88. Poblacién mixta de B. Pandolfo, Presotto,
(BA) rapa, S. arvensis, H. Cantamutto.
incana.
Sinapis arvensis  SA0608 Loberia (BA) 2008 Banquina sobre RN 227 km 35, Presotto,
camino Pieres-Loberia. Cantamultto.
Sinapis arvensis  SA0411 Pieres (BA) 2011 Banquina de ruta, sobre el Una planta aislada. Pandolfo, Presotto,
borde de un lote de colza. Cantamutto.
Sinapis arvensis  SA0812 Necochea 2012 Banquina RP 88. Poblacién mixta con B. Pandolfo, Presotto,
(BA) rapa, B. nigra, H. incana. Cantamutto.
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Tabla 1.2: Descriptores utilizados para la caracterizacibn de las poblaciones

brasicaceas evaluadas en jardin comun. Adaptados de IBPGR, 1990.

Sigla Descriptor Tipo Detalle
Caracteres de plantula
ACO Ancho cotiledon Métrico Ancho de cotiledon (cm).
C . Color del hipocétile: 1 Blanco, 2 Verde palido, 3 Verde, 4
CHP Color hipocétile Categorico Rosa, 5 Rojo, 6 Violeta.
ANT Antocianinas Categérico Antqmarppas en p!antula: 0 Aus’e'nma, 1’H|pocot|]e, 2
Hipocdtile y peciolo, 3 Hipocotile, peciolo y hoja.
Caracteres de planta
ALP Altura planta Métrico Altura de la planta (cm) a madurez.
NRP Ngr_nerq de Métrico Numero de ramificaciones del tallo principal.
ramificaciones
CTA Color de tallo Categérico Color principal Qel tallo: 1 Vgrde claro, 2'Verde3, 3 Verde
oscuro, 4 Rojo o verde purpura, 5 Rojo o purpura.
. L Pubescencia del tallo: 0 Glabro, 1 Muy escasa, 3
PTA  Pubescencia de tallo  Categorico Escasa, 5 Intermedia, 7 Abundante.
Caracteres de hoja: medidos en la hoja mayor del sector inferior y superior del tallo.
LHI Largo hoja inferior Métrico Largo (cm) de hoja inferior.
AHI Ancho hoja inferior Métrico Ancho (cm) de hoja inferior.
THI  Tamafio hoja inferior Métrico Tamafio (cm?) de hoja inferior: largo x ancho.
LPI Largolpec!olo hoja Métrico Largo (cm) del peciolo de la hoja inferior.
inferior
Forma de hoja inferior: 1 Orbicular, 2 Eliptica, 3
FHI Forma hoja inferior Métrico Obovada, 4 Espatulada, 5 Ovada, 6 Lanceolada, 7
Oblonga.
e L Margen de hoja inferior: 0 Entero, 1 Crenado, 2 Dentado,
MHI" Margen hoja inferior  Categdrico 3 Serrado, 4 Ondulado, 5 Doblemente dentado.
HI Incision hoia inferior ~ Cateatrico Incision o divisidn de la hoja inferior: 1 Entera, 2
) 9 Sinuada, 3 Lirada, 4 Lacerada.
e . Nivel de particion de las hojas inferiores: 1 Pinnatilobada,
RHI - Particion hoja inferior  Categorico 2. Pinnatifida, 3 Pinnatipartida, 4 Pinnatisecta.
Color de hoja inferior: 1 Verde amarillo, 2 Verde claro, 3
CHI Color hoja inferior Categorico  Verde, 4 Verde oscuro, 5 Verde purpura, 6 Purpura, 7
Glauco.
PHI PUbeiSanZ':%f hoja Categorico Pubescencia de la hoja inferior: [dem PTA.
. - Presencia 0 ausencia de tricomas en las hojas inferiores:
TRI Tricomas Categorico . .
0 Ausencia, 1 Presencia
FHS  Forma hoja superior ~ Categdrico Idem FHI.
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Continuacioén Tabla 1.2

Sigla Descriptor Tipo Detalle
MHs ~ Margeneshoja oo rico Idem MHI,
superior
Hg ~ Inoisioneshoja oo srico idem IHI.
superior
RHS  Particion hoja superior  Categorico Idem RHI.
PHg ~ Pubescendafoja e \dem PHI
superior
Lps  Largopeciolohoia e \dem LPI
superior
Abrazamiento peciolo Abrazamiento del peciolo de la hoja superior: 0 Peciolo
APS hoia su erFi)or Categorico  presente, 1 Sésil, no abrazador, 2 Apenas abrazador (<
ja sup ), 3 Intermedio (> %), 4 Totalmente abrazador.
Caracteres de inflorescencia: medidos sobre la inflorescencia principal.
Color principal del pétalo: 1 Blanco, 2 Amarillo pélido, 3
CPE Color de pétalo Categérico Amarillo, 4 Amarillo anaranjado, 5 Rosa, 6 Rojo, 7
Violeta.
LPE Largo de pétalo Métrico Largo (cm) del pétalo.
Disposicidn de los pimpollos con respecto a las flores
DPI  Disposicién pimpollos  Categérico  abiertas: 1 Bajo flores abiertas, 2 Mismo nivel que flores
abiertas, 3 Sobre flores abiertas.
csl Color silicuas Cateabrico Color de las silicuas inmaduras: 1 Verde amarillo, 2
inmaduras g Verde, 3 Verde rojizo, 4 Verde purpura, 5 Purpura.
PSI  Pubescencia silicuas  Categdrico Pubescencia de las silicuas inmaduras: Idem PTA.
Actitud de las silicuas a la madurez: 1 Muy adpresas al
DSl  Disposicion silicuas  Categérico tallo, 2 Adpresas al tallo, 3 Erectas (45°), 4 Horizontales,
5 Colgantes.
SIP . Silicuas por Métrico Numero de silicuas maduras por inflorescencia principal.
inflorescencia
Caracteres de silicua
LS| Largo silicua Métrico Largo (cm) de la silicua, desde la base hasta el final del
rostro.
ASI Ancho silicua Métrico Ancho (cm) de la silicua.
LRO Largo rostro Métrico Largo (cm) del rostro de la silicua.
LVA Largo valva Métrico Largo (cm) de la valva de la silicua: largo de silicua -
largo de rostro.
RRV  Relacién rostro valva Métrico Relacion entre el largo del rostro y el de las valvas.
Constricciones de las silicuas: 3 Sin constricciones, 5
COS Constricciones silicua  Categérico  Superficie ondulada entre las semillas, 7 Constricciones

profundas.
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Continuacioén Tabla 1.2

Sigla Descriptor Tipo Detalle

Numero de semillas - . "
NSS Métrico Numero de semillas por silicua.

por silicua
PCl  Peso de cien semillas  Métrico Peso (g) de 100 semillas tornadas del conjunto de la
poblacion.
BSE  Biomasa de semilla Métrico Peso (mg) de cada semilla.

Forma de la semilla: 1 Linear, 2 Oblonga, 3 Eliptica, 4
Ovada, 5 Obovada, 6 Oval, 7 Esférica.

Color principal de la semilla madura: 1 Amarilla, 2
Amarillo castafia, 3 Amarillo clara, 4 Marrén, 5 Marron
oscura, 6 Marron colorada, 7 Roja, 8 Negro azulada, 9

Negro grisacea.

FSE Forma de semilla Categorico

CSE Color de semilla Categorico

Caracteres de raiz

Forma de raiz en la seccidn longitudinal: 1 No
engrosada, 2 Triangular, 3 Cilindrica, 4 Eliptica, 5
Esférica, 6 Eliptica transversa, 7 Triangular inversa, 8
Bulbosa apical, 9 Cornada, 10 Ramificada.

FRA Forma de raiz Categorico

Color principal del exterior de la raiz: 1 Blanco, 2
CRA Color de raiz Categorico  Amarillo, 3 Verde, 4 Rosa, 5 Rojo, 6 Violeta, 7 Bronce, 8
Marron, 9 Negro.

Caracteres fenolégicos

DAE  Dias a emergencia Métrico Dias a emergencia.
DFL Dias a floracion Métrico Dias a floracion, 50% de la poblacién en F1.
DMA Dias a madurez Métrico Dias a madurez, 50% de la poblacioén en G5.

Caracterizacion guimica de las semillas

En una muestra de granos de poblaciones de B. rapa, B. napus y S. arvensis obtenida
en el habitat natural se determiné el perfil acidico. Como control se emplearon granos
de variedades de colza (B. napus). La materia grasa se determind mediante
resonancia magnética nuclear y el perfil de acidos grasos por cromatografia gaseosa.

Los analisis fueron realizados en la Camara Arbitral de Cereales de Bahia Blanca.
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RESULTADOS

En la flora natural de la Republica Argentina existen registradas 68 géneros de la
familia Brassicaceae, 33 nativos y 35 adventicios. Entre las especies nativas, sélo 2 de
167 han sido clasificadas como malezas, mientras que entre las adventicias, 29 de 65
especies son consideradas malezas. Entre ellas Lepidium, Sisymbrium, Brassica,
Diplotaxis, Raphanus, Sinapis, Rapistrum, Hirschfeldia y Capsella son considerados
los géneros mas importantes, con especies ampliamente distribuidas en el territorio
nacional. Se incluyen a tres especies del género Brassica: B. juncea (L.)
Czernohorsky, B. nigra 'y B. rapa, todas sexualmente compatibles con B. napus (Devos
et al.,, 2009). La primera de ellas es citada como maleza en solo dos de las cuatro
fuentes consultadas, mientras que B. nigra y B. rapa son reconocidas como malezas
en todos los casos (Tabla 1.3). B. rapa y Capsella bursa-pastoris (L.) Medik son las
especies brasicAdceas de mayor distribucion en el territorio de la Argentina,
registrandose poblaciones en 23 de 24 distritos argentinos. Otras especies de gran
dispersion en el pais son Raphanus sativus, Hirschfeldia incana (L.) Lagr.-Fossat,
Rapistrum rugosum (L.) All., Diplotaxis tenuifolia L., Eruca vesicaria (L.) Cav.,

Sisymbrium irio L., y varias especies de Lepidium.

En las misiones de estudio se registraron cerca de 50 poblaciones naturales de B.
rapa, ademas de otras brasicaceas como B. napus, B. nigra, S. arvensis, H. incana, R.
rugosum y R. sativus (Figura 1.1, Tabla 1.4). Los registros fueron tomados en las
provincias de Buenos Aires, Entre Rios, Tucuman, Cérdoba, La Pampa y Rio Negro
(Tabla 1.5). Se hallaron ejemplares aislados y poblaciones naturales de B. rapa
floreciendo en las cuatro estaciones del afio. En la provincia de Buenos Aires se
registraron poblaciones de B. nigra y S. arvensis en floraciébn primaveral. Las
poblaciones ferales de B. napus mostraron una distribucion restringida en la region
explorada. Se observaron voluntarios de colza en bordes de caminos con intensa
circulacion de transportes de granos en tres provincias (Cordoba, Buenos Aires y Rio

Negro), en forma aislada y sin generar poblaciones persistentes.

El caracter cosmopolita de B. rapa también se constatdé en los registros de muestras
de los herbarios de la Universidad de Buenos Aires y del Instituto de Botanica
Darwinion (Tabla 1.6). La mayor cantidad de entradas correspondié a la especie B.
rapa, y el ejemplar mas antiguo fue de principios del siglo XX. Entre las entradas de B.

napus, los registros mas antiguos fueron a posteriori reclasificados como B. rapa, o no
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contaban con material suficiente para realizar una determinacién taxondémica
adecuada. Las restantes muestras correspondieron a individuos cultivados o

voluntarios.

La misma situacion se observé entre las entradas de Raphanus raphanistrum L. Se
registraron doce entradas para esta especie, siete de la provincia de Buenos Aires,
tres de Capital Federal, una de Tucuman y una de Chaco. La mayor parte de los
registros de esta especie en el territorio argentino correspondian a clasificaciones
incorrectas con la especie R. sativus, o el material colectado no era suficiente para una
clasificacion adecuada. Dos muestras habian sido reclasificadas como R. sativus (una
de Buenos Aires y otra de Tucuman). Solo tres muestras, todas de la zona de
Campana, provincia de Buenos Aires, correspondian efectivamente a esta especie. La
presencia de R. raphanistrum como maleza en la Argentina fue documentada por
Parodi (1964), Boelcke (1967), Marzocca et al. (1976) quienes mencionaron que era
una especie adventicia rara, circunscripta a la regién noreste de la provincia de
Buenos Aires. Martinez-Laborde (1999) localiza a la especie en las provincias de
Buenos Aires, Chaco, Entre Rios, Misiones y Santa Fe. En los viajes de exploracion
realizados desde 2008 no se ha logrado hallar individuos de la especie, incluso en

lugares mencionados por la bibliografia y en los registros de herbario, como Campana.

Brassica juncea estuvo pobremente representada entre las entradas depositadas en
los herbarios, con solo seis registros. En los viajes de colecta realizados no se

encontré ninguna poblacién de esta especie.
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Tabla 1.3: Especies brasicaceas presentes en la Argentina segun Martinez-Laborde (1999), consideradas malezas segun distintas

fuentes. Detalles de la biologia de las especies, distribucion en el territorio argentino y cruzamientos con el cultivo de colza (B. napus).

Especie Nombre Maleza en' Biologia Cruzamientos y avance
observado
64 67 76 94 07 Habito® Estatus® Altura Distribucion’ Nivel’ Modo® Fuente

Alyssum alyssoides L. Alyssum X X H a Ad Eu 0-500 BAI, CHU,LPA MEN, NEU, RNE, SCR sd

Brassica juncea (L.) Mostaza de X X X H a Ad As 0-500 BAI COR,ERI, LPA, MIS, SAL, SJU F1,F2, NAT Bingetal 1996

Czern. & Cosson la India BC1 ART Devos etal. 2009

Brassica napus L. Colza H a Ad Eu 0-1500 ERI, JUJ

Brassica nigra (L.) Mostaza X X X X x H a Ad Eu 0-500 BAI CAT, CHA, CHU, COR, RNE, SAL, SFE F1 ART Devos et al. 2009

W.D.J. Koch negra BC1 FitzJohn et al.

2007

Brassica rapa L. Nabo X X X X x H a Ad As 0-3500 BAI, CAT, CHA, CHU, COR, COS, DFE, ERI, F1,F2, NAT Jgrgenseny
JUJ, LPA, LRI, MEN, MIS, NEU, RNE, SAL, SCR, BC1 ART Andersen 1994
SDE, SFE, SJU, SLU, TDF, TUC Devos et al. 2009

Camelina alyssum Paletilla X X X X H a Ad Ea 0-2000 BAI, SFE Sd

(Mill.) Thell.

Camelina microcarpa X X H a Ad Ea 0-500 BAI, CHU,LPA, MEN, NEU, RNE Sd

Andrz. ex DC.

Camelina sativa (L.) Nabo X X X X x H a Ad Ea 0-500 BAI,COR,LPA, SFE No FitzJohn et al.

Crantz francés 2007

Capsella bursa-pastoris Bolsa de X X X X x H a Ad Ea 0-3800 BAI, CAT, CHU, COR, COS, DFE, ERI, FOR, No FitzJohn et al.

(L.) Medik. pastor JUJ, LPA, LRI, MEN, MIS, NEU, RNE, SAL, SCR, 2007
SDE, SFE, SJU, SLU, TDF, TUC

Cardamine hirsuta L. Berro X X H a Ad Eu 0-2000 BAIl, CHU, ERI, LPA, NEU, RNE, SAL, SJU, TUC  Sd

cimarrén
Descurainia argentina ~ Altamisa X X X x H a Ed 0-1500 BAI, CHU, COR, LPA, LRI, MEN, RNE, SAL, sd
0.E. Schulz colorada SFE, SJU, SLU
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Continuacioén Tabla 1.3

Especie Nombre Maleza en' Biologia Cruzamientos y avance
observado
64 67 76 94 07 Habito® Estatus® Altura Distribucion* Nivel® Modo® Fuente
Diplotaxis muralis (L.)  Diplotaxis X X X X H a Ad Eu 0-700 BAI, CAT, CHU, COR, LPA, MEN, NEU, RNE, F1 ART Devos et al. 2009
DC. del muro SJuU BC1 FitzJohn et al.
2007
Diplotaxis tenuifolia (L.) Flor X X X Xx H p Ad Eu 0-1000 BAI, CAT, CHU, COR, DFE, LPA, MEN, NEU, F1 ART Devos et al. 2009
DC. amarilla RNE, SCR, SFE, SJU, SLU
Eruca vesicaria (L.) Rucula X X X x H a Ad Eu 0-1000 BAI, CAT, CHU, COR, COS, ERI, FOR, JUJ, LPA, sd
Cav. LRI, MEN, NEU, RNE, SAL, SDE, SFE, SJU,
SLU, TUC
Erysimum repandum L. X X X a Ad Eu 0-500 BAI CHU, LPA, MEN, NEU, RNE, SCR sd
Hirschfeldia incana (L.) Mostacilla X X X Xx H b Ad Eu 0-2000 BAI, CHU, COR, COS, ERI, FOR, JUJ, LPA, F1,F2, NAT, Lefoletal. 1996
Lagr.-Fossat MEN, NEU, RNE, SAL, SCR, SDE, SFE, SJU, BC1 ART Devos et al. 2009
SLU, TUC
Lepidium appelianum X X H p Ad As 300- CHU,NEU,RNE sd
Al-Shehbaz 1600
Lepidium bonariense L. Mastuerzo X X X X H b Na 0-2500 BAI, CHA, CHU, COR, COS, DFE, ERI, JUJ, sd
loco LPA, MEN, MIS, RNE, SAL, SDE, SFE, SJU,
SLU, TUC
Lepidium chalepense L. X X p Ad As - COR, MEN, NEU, RNE, SLU sd
Lepidium didymimum L. Mastuerzo x X X X X a Ad Eu 0-1000 BAI, CAT, CHA, COR, COS, DFE, ERI, FOR, sd
JUJ, LPA, LRI, MEN, MIS, SAL, SCR, SDE, SFE,
SJU, SLU, TDF, TUC
Lepidium draba (L.) Wancy X X X X H p Ad As 0-2600 BAI, CHU, LPA, MEN, NEU, RNE, SCR, SFE, sd
Desv. SLU, TDF
Neslia paniculata (L.) X X X H a Ad Ea 0-500 BAI, NEU, RNE, SFE sd

Desv.
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Continuacioén Tabla 1.3

Especie Nombre Maleza en' Biologia Cruzamientos y avance
observado
64 67 76 94 07 Habito® Estatus® Altura Distribucion® Nivel® Modo® Fuente
Raphanus Rabano X X X X X H b Ad Eu 0-1100 BAI, CHA, ERI, MIS, SFE F1, NAT, Warwick et al.
raphanistrum L. F2,  ART 2003, Devos et
BC1 al. 2009
Raphanus sativus L. Nabén X X X X x H b Ad As 0-2000 BAI, CAT, CHU, COR, COS, ERI, JUJ, LPA, LRI, F1 NAT  Ammitzboll y
MEN, MIS, NEU, RNE, SAL, SCR, SFE, SJU, Jargensen 2006
SLU, TDF, TUC
Rapistrum rugosum (L.) Mostacilla X X X X x H a Ad Ea 0-2000 BAI, COR, COS, DFE, ERI, FOR, JUJ, LPA, MEN,  sd
All. MIS, NEU, RNE, SAL, SCR, SDE, SFE, SJU,
SLU, TDF, TUC
Sinapis alba L. Mostaza H a Ad Eu 0-500 BAI, TDF F1 ART FitzJohn et al.
blanca BC1 2007
Sinapis arvensis L. Mostaza X X X X X H a Ad Eu 0-500 BAI COR,ERIRNE, TDF F1 NAT Leckie et al. 1993
silvestre ART Devos et al. 2009
Sisymbrium altissimum  Nabo X X X X H ab Ad Eu 0-1600 BAI, CHU, LPA, LRI, MEN, NEU, RNE, SCR sd
L. chileno
Sisymbrium irio L. Mostacilla X X X x x H a Ad Eu 0-3500 BAI, CAT, CHA, CHU, COR, COS, DFE, ERI, No FitzJohn et al.
FOR, JUJ, LPA, LRI, MEN, MIS, NEU, RNE, SAL, 2007
SCR, SJU, SLU, TDF, TUC
Sisymbrium officinale  Erismo X X X x x H a Ad Eu 0-900 BAI CAT, CHU, COR, ERI, JUJ, LPA, LRI, MEN, sd
(L.) Scop. NEU, RNE, SAL, SCR, SJU, SLU, TDF, TUC
Sisymbrium orientale L. X H a Ad Eu 0-3500 BAI, CHU, ERI, JUJ, LPA, MEN, NEU, RNE, SAL, sd
SCR, SJU, SLU
Thlaspi arvense L. Carraspique X X X x H a Ad Ea 0-100 BAI CHU, RNE, SCR sd

'Maleza descripta en: 64=Parodi (1964); 67=Boelcke (1967); 76=Marzocca et al. (1976); 94=Marzocca (1994); 07=CASAFE (2007). 2Habito: H=hierba; S=arbusto; a=anual; b=bienal; p=perenne. *Estatus:
Ad=adventicia; Ed=endémica; Na=Nativa; As=Asiatica; Eu=Europea; Ea=Euroasiatica; Af=Africana; Am=Americana. *Provincias donde ha sido hallada, segiin Martinez-Laborde 1999. *Nivel generacional
alcanzado en los cruzamientos observados: F1; F2; retrocruzas (BC); No=no logrado; sd=sin datos. °Tipo de cruzamiento: ART=artificial; NAT=natural.
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Figura 1.1: Distribucion de las poblaciones de brasicaceas relevadas y colectadas durante los viajes de exploracion (2008-2015).

Brassica rapa (BR), B. napus (BN), B. nigra (BNI), Raphanus sativus (RS), Sinapis arvensis (SA) y Eruca vesicaria (EV).
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Tabla 1.4: Numero de poblaciones de brasicaceas relevadas y accesiones colectadas
en Argentina (2008-2015).

Especie Poblaciones  Accesiones
Brassica rapa 49 69
Brassica napus 10 21
Raphanus sativus 17 27

Sinapis arvensis 5
Hirschfeldia incana 5
Rapistrum rugosum 4
Brassica nigra 3
Eruca vesicaria 1
Brassica oleracea -
Capsella bursa-pastoris 1

Brassica carinata -

P P N N OO B~ O ©

Raphanus raphanistrum -

Tabla 1.5: Numero de poblaciones relevadas y accesiones brasicaceas colectadas

durante los viajes de exploracién realizados desde 2008, discriminados por provincias

argentinas.
Provincia Poblaciones Accesiones
Buenos Aires 85 134
La Pampa 4 4
Cérdoba 2 3
Entre Rios 1 1
Tucuman 1 1
Rio Negro 1 1
Mendoza 1 1

35



Tabla 1.6: Entradas de especies brasicaceas en los herbarios de la Universidad de
Buenos Aires (BAA) y del Instituto de Botanica Darwinion (Sl). Se detalla la cantidad
de entradas totales por especie, las entradas correspondientes al territorio de la
Argentina, la distribucion por provincias argentinas, y la entrada mas antigua de cada

especie (entre paréntesis lugar, colector y registro original).

Especie Entradas Argentina Provincias Entrada mas
antigua
Brassica rapa 173 153 BAI 56, DFE 7, CAT 3, 1903 (Rio

CHA 1, CHU 4, COR 4, Corcovado,

COS 11, ERI 33,IMA 3, Chubut. Illlin 124).
JUJ 16, LPA 1, LRI 2,

MEN 2, SAL 4, SCR 3,

SFE 2, TDF 1.
Brassica napus 14 11 BAI 7, DFE 1, CHA1, 1907 (FAUBA,
ERI 1, RNE 1. Capital Federal.
Hicken 528).
Brassica juncea 11 6 BAI 2, DFE 1, ERI 3. 1964 (Entre Rios.
Soraru 87).
Brassica nigra 68 42 BAI 26, DFE 4, CHA 2, 1863 (Buenos

CHU 1, COR 2, COS 1, Aires. Isern 8284).
JUJ 1, LRI 1, RNE 2,

SAL 1, SJU 1.
Brassica oleracea 7 3 DFE 1, CAT 1, COR 1. 1897 (Palermo,
Capital Federal.
Hicken 233).
Otras Brassica 49 20 BAI 8, DFE 1,CHU 1, 1919 (Chafar

JUJ6,SCR 1, TUC3. Pozo, Tucuman.
Venturi 385).

Raphanus sativus 109 92 BAI 41, DFE 6, CHU 1, 1906 (Buenos
COR 5, COS 6, ERI 16, Aires. Hauman).
JUJ 5, MIS 1, RNE 1,
SAL 2, SLU 1, SCR 3,

SFE 1, SJU 3.
Raphanus 24 12 BAI 7, DFE 3, CHA 1, 1897 (Capital
raphanistrum TUC 1. Federal. Hicken).
Otros Raphanus 16 11 BAI 7, DFE 2, COR 2. 1913 (Ituzaingo,

Buenos Aires.
Holmberg 10441).
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Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfolégica de las especies de brasicaceas colectadas puso de
manifiesto las diferencias fenotipicas entre ellas (Tabla 1.7). Los caracteres
taxbnomicamente relevantes que presentaron diferencias significativas entre las
especies fueron el ancho de cotiledoén, el largo y nivel de abrazamiento de las hojas
superiores, el color de pétalo y disposicion de los pimpollos y los caracteres de silicua:

largo y ancho, largo del rostro, y relacién rostro/valva.

Brassica rapa se distinguié por sus hojas inferiores de color verde claro a intenso, con
pubescencia intermedia y la presencia de pelos hispidos con la base engrosada. Las
hojas de la seccion superior del tallo presentaron un grado de abrazamiento entre
intermedio y total, que en general permitié diferenciarla de B. napus, cuyo nivel de
abrazamiento fue menor. Las flores fueron de color amarillo intenso, con los pimpollos
al mismo nivel o por debajo de las flores abiertas, lo que daba a la inflorescencia un
aspecto compacto. Las silicuas se distinguieron por su largo rostro en relacion al largo

de las valvas, y las semillas fueron esféricas y de color negro intenso.

Las accesiones de B. napus se destacaron por presentar plantas de mayor tamafo
con respecto a B. rapa, por la ausencia de pelos y la coloracion verde glauca de todas
sus hojas. Las flores de esta especie fueron de mayor tamafio que las de B. rapa, con
pétalos de color amarillo palido y con los pimpollos por encima de las flores abiertas.
La inflorescencia en plena floracién tomé6 una apariencia extendida. Las silicuas fueron
en general mas grandes que las de B. rapa, pero con un rostro mucho menor. No se
observaron diferencias significativas en el nimero de semillas por silicua entre estas

dos especies, aunque la biomasa de semilla fue mayor en B. napus.

La caracterizacion de las accesiones de B. nigra remarcO las grandes diferencias
existentes entre ésta y las otras dos especies del género Brassica estudiadas. Las
plantas de B. nigra presentaron una gran altura, superando 1,3 m. Esta caracteristica
es distintiva de la especie, que en ambientes naturales puede alcanzar alturas
superiores a los 2,5 m. El tamafo de hoja fue menor comparada con las otras
especies de Brassica, y la pubescencia general de la planta en hojas y tallos fue
también un caracter distintivo. Las hojas superiores fueron sésiles o con un peciolo
muy breve, pero nunca abrazadoras. Las silicuas dispuestas de forma fuertemente
adpresas al tallo, se diferenciaron en todas sus caracteristicas. Fueron de menor

tamafio (1,3 cm), con un rostro apenas distinguible y con un nimero bajo de semillas.
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Estas sin embargo, esféricas y de color negro, no presentaron diferencias en

morfologia o biomasa con respecto a las semillas de B. rapa.

Sinapis arvensis se diferencié por el aspecto general de la planta. Las accesiones de
esta especie presentaron individuos profusamente pubescentes. El tallo presenté
como color principal el parpura, a diferencia de las otras especies caracterizadas cuyo
tallo fue principalmente verde, aunque la presencia de antocianinas en el tallo en
distintos niveles fue una constante en todas las especies. En el caso de Sinapis, la
coloracion purpurea fue mas intensa en la axila de tallos y hojas. Las hojas superiores
presentaron en todos los casos peciolo breve. Las flores fueron de color amarillo
palido y las silicuas se dispusieron de forma adpresa al tallo, pero no tan fuertemente
como en B. nigra. Las silicuas presentaron un tamafio menor a B. rapa y B. napus,
pero mayor a B. nigra, y una caracteristica distintiva fue la presencia de semilla en el

rostro. La forma, color y biomasa de las semillas no se diferencio de B. rapa y B. nigra.

Finalmente, R. sativus fue facilmente distinguible del resto de las especies. Presentd
las hojas de mayor tamafio entre todas las especies evaluadas, y pubescencia
intermedia en toda la planta. Los pétalos florales fueron también los de mayor tamafo,
con una coloraciéon violacea y en menor medida blanca. Las silicuas indehiscentes
fueron de gran tamafio, en especial el ancho fue significativamente distinto al resto de
las especies. La cantidad de semillas por silicua fue baja pero la biomasa fue
significativamente mayor al resto de las especies estudiadas. Por otra parte el color y

forma de las semillas fue distintivo.

El analisis discriminante (Figura 1.2) diferencié las distintas especies evaluadas. El
error de clasificacion de las especies fue cero, siendo todos los individuos
correctamente clasificados dentro de cada especie. El analisis de conglomerados de
las poblaciones de Brassica y Sinapis (Figura 1.3) mostré que las poblaciones se
separaron en dos grandes conjuntos, uno abarcando las especies de B. rapa y B.
napus y otro englobando a B. nigra y S. arvensis. Dentro de estos conjuntos las
accesiones se dividieron en subconjuntos formados por poblaciones de cada especie.
Entre las accesiones de B. rapa todas las poblaciones fueron similares, sin
encontrarse asociaciones referidas al origen de cada una de ellas, exceptuando la
poblacion BR1012 que provino de Bariloche, Rio Negro, y se separd del resto. El
habitat de origen de esta poblacion fue totalmente distinto al de las deméas accesiones

evaluadas, todas originadas en la provincia de Buenos Aires. Las accesiones de B.
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napus se dividieron en dos subconjuntos, uno incluyé las dos variedades comerciales
evaluadas y una poblacion feral, y por el otro se separ6 la accesiéon BN0513, originada
de voluntarios de un cultivo que no fue cosechado en el norte de la provincia de

Buenos Aires.

El andlisis de componentes principales, con el 69,6 de la varianza retenida en los dos
primeros autovectores, separd claramente a B. rapa de B. napus (Figura 1.4). También
diferencio la poblacién BR1012 del resto de las accesiones de B. rapa como se habia

observado en el andlisis de conglomerados.

Las accesiones de B. rapa mostraron diferencias significativas solo en el tamafio de
6rganos vegetativos, altura de planta, nimero de ramificacién y silicuas por
inflorescencia (Tabla 1.8). También se observé variabilidad en algunos caracteres
categéricos como el abrazamiento de las hojas superiores, que varié entre intermedio
y total, o en la forma de raiz. Este caracter present6 diferencias significativas entre las
accesiones, algunas presentaron raices engrosadas en casi todos sus individuos, y en
otras poblaciones el caracter estuvo ausente. Las accesiones de B. napus fueron mas
uniformes entre si, observandose diferencias solo en caracteres métricos como

tamafo de planta y hojas, ramificaciones, tamafo de silicuas y nimero de granos.

Las accesiones de R. sativus fueron muy similares entre si. Se diferenciaron en
algunos caracteres métricos como numero de silicuas por inflorescencia o en la
biomasa de semilla (Tabla 1.9). El analisis de conglomerados de las poblaciones de
Raphanus mostré6 que estas se agruparon en dos subconjuntos, uno de los cuales
incluyé las accesiones RS2113Ay RS2113B (Figura 1.5). Ambas fueron originadas en
una poblacion que presentaba algunos rasgos que se alejaban de la descripcién
taxonémica de la especie, en especial la gran variablidad en el color de pétalo.
Ademas, se diferenciaron de las demas accesiones en algunos caracteres como la

altura de planta y la pubescencia de las hojas.

Las poblaciones de R. sativus presentaron en una alta proporcion de plantas con flores
violetas. La frecuencia de estas se ubic6 entre 1,00 y 0,97 para la mayoria de las
accesiones evaluadas (Tabla 1.10). La proporcién de plantas con flores blancas fue de
0,03 en algunas accesiones. Las Unicas excepciones observadas fueron en las
accesiones RS2113Ay RS2113B, que presentaron mayor proporcion de flores blancas
y rosas o bronces. La accesion RS2113A present6 un individuo con pétalos de color

amarillo-rosado.
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Tabla 1.7: Caracteres métricos y categoéricos de diversas poblaciones naturales de
brasicaceas de la region pampeana (indicadas en la tabla 1.1), observadas en tres

afos de ensayo en un jardin comun en el Departamento de Agronomia (UNS).

Brassica Brassica Brassica Sinapis Raphanus

Caracteres rapa napus nigra  arvensis  sativus
Nabo Colza Mr?:é?;a ZII(\)/ setstzr: Naboén
Ancho cotiledén (cm) 1,69c 1,98 b 1,20 e 151d 2,37 a
Color hipocétile 58a 59a 6,0 a 58a 53b
Antocianinas 22b 18c 16¢c 18c 3,0a
Altura de planta (cm) 78,8 d 111,7b 1348 a 96,4 ¢ 111,3 b
Ramificaciones principales (n) 98¢ 12,0 ab 134 a 11,6 b 12,4 ab
Color tallo 20b 20b 4,0a 4,0a 20b
Pubescencia tallo 0,0d 0,0d 19b 7,0a 1,1c
Ancho hoja inferior (cm) 99b 99b 75c¢ 7,7c 169 a
Largo hoja inferior (cm) 204bc 209b 16,4cd 1577d 31,7a
Tamafio hoja inferior (cm?) 220,8b 223,3b 1292b 1256Db 5475 a
Largo peciolo inferior (cm) 4,1 a 4.4 a 3,6 ab 22c 3,0 bc
Forma hoja inferior 24d 3,0b 2,7c 42a 3,0b
Margenes hoja inferior 19b 19b 2.8 a 2,0ab 1,6c
Incisiones hoja inferior 3,0a 30a 3,0a 2,7b 3,0a
Particién hoja inferior 39a 34b 34b 40a 40a
Color hoja inferior 2,3d 6,1a 35b 3,0c 3,1c
Pubescencia hoja inferior 44 c 0,0d 7,0a 57b 42 ¢
Tricomas hoja inferior 0,8 a 0,0b 10a 0,0b 0,0b
Forma hoja superior 58a 6,0 a 3,1c 49Db 2,0d
Margenes hoja superior 0,6b 20a 2,3a 2,0a 20a
Incisiones hoja superior 1,3c 0,6d 3,0a 20D 20Db
Particion hoja superior 0,3c 0,0c 24a 0,0c 10b
Pubescencia hoja superior 0,2c 0,0c 19b 1,3b 3,0a
Largo peciolo superior (cm) 0,0d 0,0d 20a 0,7c 15b
Abrazamiento hoja superior 34a 18b 0,8c¢c 0,0c 0,0c
Color pétalos 30Db 20c 2,3c 20c 6,9 a
Largo pétalos (mm) 9,3d 12,2 b 9,6d 10,8 c 185a
Disposicion pimpollos 1,1c 3,0a 3,0a 1,6 ¢ 26b
Color silicuas inmaduras 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1
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Continuacioén Tabla 1.7

Brassica Brassica qussica Sinapi_s Raphanus
Caracteres rapa napus nigra arvensis  sativus
Nabo Colza Mr?sé?;a ZII(\)/ Zt:';: Nabon
?::f;;‘zli?;')oresce”da 366ab 383a  404a 314b  343ab
Disposicion silicuas 30Db 40a 1,7c 26¢C 30Db
Pubescencia silicuas 0,0b 0,0b 0,0b 50a 0,0b
Largo silicua (cm) 48b 58a 1,3d 2,8c 56a
Ancho silicua (cm) 0,35¢c 0,40 b 0,17 e 0,28d 0,60 a
Largo rostro (cm) 13a 10b 0,2c 10b -
Relacion rostro/valva 0,39b 0,21c 0,22 c 0,62 a -
Constricciones 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 4,6 a
Semillas por silicua (n) 185a 18,3 a 58¢c 91b 6,3¢C
Biomasa semilla (mg sm™) 1,22 ¢ 3,17b 1,14 c 1,41 c 6,56 a
Forma semilla 7,0a 7,0a 70a 7,0a 40D
Color semilla 8,0a 6,1b 75a 8,0a 6,0c
Forma raiz 1,6a 10b 10b 10b 15a
Color raiz 10b 10b 10b 10b 25a
Dias a floracion (dias) 87,6 ab 89,6 ab 101,8 a 855Db 84,7b

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas para p<0,05.
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Figura 1.2: Analisis discriminante de las plantas de poblaciones de Brassica rapa (BR),

B. napus (BN), B. nigra (BNI), Raphanus sativus (RS) y Sinapis arvensis (SA). Elipses
alrededor de los grupos indican el 95% de prediccion.
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Tabla 1.8: Caracterizacion morfoldgica de poblaciones de Brassica rapa (BR), variedades y poblaciones ferales de B. napus (BN).

BR0308 BR1012 BR1612 BR0213 BR0313 BR1113 BR1213 BR1313 BN8450 BN1700 BNO0513 BN1512

Caracteres
Ancho cotiledon (cm) 1,79b
Altura de planta (cm) 85,3 cd
Ramificaciones principales (n) 11,7 ac

Tamario hoja inferior (cm?)

Color hoja inferior 20b
Pubescencia hoja inferior 50a
Tricomas 1,0a
Abrazamiento hoja superior 34ab
Color pétalos 30a
Largo pétalos (cm) 8,3f
Disposicién pimpollos 1,0b
Silicuas inflorescencia ppal (n) 35,7 ab
Largo silicua (cm) 44c
Largo rostro (cm) 14 a
Relacion rostro valva 0,57 a
Semillas por silicua (n) 285a
Biomasa semilla (mg sm™) 1,29¢
Color semilla 80a
Forma raiz 20a

1,85b
81,1 ce

12,2 ab
304,0ab 333,2a

20b
4,7a
09a
30b
30a
9,9de
1,0b
418a
4,9 bc
1,3ab
0,35 be
14,3 cd
0,78¢g
80a
20a

1,83Db
82,2 ce
9,7 be

2422 ad

20b
38a
0,7a
3,7ab
30a
10,0 de
1,0b
409 a
46¢
1,2 ab
0,48 ab
15,5¢cd
1,60 d
8,0a
1,6 ab

1,83b
67.8¢e
7,6 de
778d
20b
41a
1,0a
3,8ab
30a
84f
1,0b
214D
47c
1,5a
0,49 ab
16,1 cd
1,01 f
80a
12b

191b
74,2 ce
9,8 be
135,5 bd
20b
33a
0,5ab
3,8ab
30a
10,5 cd
1,0b
415a
5,1bc
14 a
0,40 bc
19,8 be
0,789
80a
1,5ab

1,80 b
858 ¢c
10,2 be
165,2 ad
20b
34a
10a
38ab
30a
8,8 ef
1,0b
35,6 ab
5,1bc
1,2 ab
0,31 cd
14,7 cd
1,35¢
80a
1,6b

1,57 ¢
70,1 de
8,6 ce
171,2 ad
20b
41a
0,7a
39a
30a
10,4 d
1,0b
34,0 ab
45¢
1,2 ab
0,37 bc
20,1 bc
1,02 f
8,0a
11b

1,79b 229a
748ce 1148a
76e 142 a
133,0bd 266,8 ac
20b 70a
32a 00b
0,7a 00b
40a 20c
30a 20b
102d  12,0ab
1,0b 30a
312ab 416a
46¢ 6,5a
1,3 ab 1,0 bc
0,39bc  0,18d
18,7bd 236ab
123e  365a
80a 30b
1,0b 1,0b

220a
105,1b
10,8 bd
93,1 cd
70a
00b
00b
20c
20b
11,9 ac
30a
46,5 a
45¢
1,3ab
0,45 ac
11,7d
3,45 bc
80a
1,0b

2,37 a
858¢c
12,9 ab
3349a
70a
00b
00b
20c
20b
11,2 bd
30a
43,7 a
4,9 bc
1,2 ab
0,18d
14,7 cd
3,30¢
8,0a
1,0b

223 a
103,5b
9,9 be
198,4 ad
70a
00b
0,0b
20c
20b
12,9 a
30a
413a
55Db
1,1ac
0,32 cd
19,2 be
3,51 ab
80a
1,0b

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas para p<0,05.
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Figura 1.3: Dendograma de agrupamiento de la progenie de poblaciones de Brassica
rapa, B. napus, B. nigra y Sinapis arvensis utilizando 15 caracteres métricos y 13

caracteres categdricos medidos en un jardin comun, basado en la distancia de Gower.
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Figura 1.4: Analisis de componentes principales de los rasgos morfoldgicos de

progenie de accesiones de Brassica rapay B. napus.
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Parametros: ACO=ancho de cotiledoén;
ALP=altura de planta a madurez; NRP=numero
de ramificaciones principales; AHI=ancho hoja
inferior; LHI=largo hoja inferior; THI=tamafio hoja
inferior; LPI=largo peciolo hoja inferior;

LPE=largo del pétalo; SlIP=silicuas en RRY

inflorescencia principal; LSl=largo de silicua;

ASl=ancho de silicua; LRO=largo del rostro de la

silicua; RRV=relacion rostro valva; NSS=numero

de semillas por silicua.
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Tabla 1.9: Caracterizacion morfologica de poblaciones de Raphanus sativus (RS) de Argentina evaluadas en un jardin comun.

Caracteres RS0108 RS0208 RS0408 RS0508 RS0211 RS2113A RS2113B

Ancho cotiled6n (cm) 2,7a 23Db 23Db 23Db 23Db 2,1b 2,1b
Altura de planta (cm) 118,8 a 1130 a 114,4 a 1139 a 1195 a 91,1b 108,1 a
Ramificaciones principales (n) 12,6 12,6 12,0 12,8 13,1 12,5 13,1
Tamario hoja inferior (cm? 614,3 547,2 576,2 615,7 4747 535,2 469,1
Color hoja inferior 30a 26Db 30a 26Db 2,9 ab 30a 30a
Pubescencia hoja inferior 48Db 45Db 47Db 44Db 48Db 6,0 a 6,0 a
Color pétalos 7,0 6,8 7,0 6,8 7,0 5,4 6,3
Largo pétalos (mm) 20,8 19,8 20,4 20,9 20,7 19,9 20,4
Silicuas inflorescencia ppal (n) 30,9 bc 22,8 cd 24,6 bd 29,3 bd 33,0 ab 20,6d 39,7a
Largo silicua (cm) 6,3a 5,6 ab 6,0 ab 52b 51b 5,4 ab 5,6 ab
Ancho silicua (cm) 0,65 ab 0,62 ac 0,68 a 0,58 c 0,56 bc 0,56 c 0,46 d
Constricciones 4,4 cd 4,6 bc 39d 5,0ac 5,2 ab 51ac 54a
Semillas por silicua (n) 6,7 ab 6,8 a 6,9 a 6,5 ab 6,6 ab 5,8 ab 55Db
Biomasa semilla (mg sm™) 9,0 ab 7,7c 9,3ab 9,2 ab 8,8Db 9,6 a 8,8b
Forma raiz 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Color raiz 55 4,0 4,5 4,5 4,5 3,0 4,0

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas para p <0,05.
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Figura 1.5: Dendograma de agrupamiento de la progenie de poblaciones de Raphanus
sativus (RS) criadas en jardin comun, utilizando 11 caracteres métricos y 6 caracteres

categoéricos, basado en la distancia de Gower.
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Tabla 1.10: Frecuencia de color primario de pétalo en poblaciones de Raphanus
sativus (RS).

Color primario de pétalo (frecuencia)

Accesion
Violeta Blanco Rosa Amarillo

RS0108 1,00 0,00 0,00 0,00
RS0208 0,97 0,03 0,00 0,00
RS0408 1,00 0,00 0,00 0,00
RS0508 0,97 0,03 0,00 0,00
RS0211 1,00 0,00 0,00 0,00
RS2113A 0,72 0,16 0,09 0,03
RS2113B 0,58 0,21 0,21 0,00
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Caracterizacion guimica

El andlisis de una muestra de poblaciones naturales brasicaceas realizado mostré que
el contenido de aceite de los granos de algunas poblaciones de B. rapa alcanzé
concentraciones analogas al de variedades comerciales de colza (Tabla 1.11). Por su
parte, el contenido de acido erucico (22:1) y glucosinolatos fue elevado en todas las
accesiones de B. rapa. Los biotipos ferales de B. napus mostraron un contenido de
materia grasa, perfil acidico y contenido de glucosinolatos que impidié descartar que
deriven de variedades mejoradas de colza-canola. Solo una poblacién de B. napus
mostré un alto contenido de glucosinolatos, lo que se consider6 una evidencia de
introgresion con poblaciones naturales de nabo silvestre (B. rapa). En los cultivares
forrajeros analizados se observaron valores elevados de acido erlcico y

glucosinolatos.
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Tabla 1.11: Perfil acidico de granos de poblaciones naturales y cultivares de Brassica
rapa, B. napus y de una poblacién de Sinapis arvensis. MG: % de materia grasa sobre

sustancia seca, GS: glucosinolatos totales en pmoles por gr de muestra en base 8,5%.

Caodigo Especie  Localidad  Origen MG A?' .AC'. . A,C . AC GS
oleico linoleico linolénico erlcico

BR0508 B. rapa Balcarce Poblacion 41,9 24,8 13,8 7,0 378 39,0
BR1108 B.rapa Pantanosa Poblacion 33,4 - - - 433 587
BR1308  B.rapa Pigie  Poblacion 36,0 16,0 144 8,6 446 38,1
BR06/0709  B. rapa Balcarce Poblacion 37,4 14,0 13,0 10,3 476 28,6
BR0213  B.rapa Energia  Poblacion 37,6 152 14,0 9,6 459 34,1
BR0313 B.rapa  Quequén Poblacion 41,1 153 13,0 9,5 46,9 36,8
BR1113 B.rapa S.Ventana Poblacion 356 152 14,4 9,9 445 246
BR1213 B. rapa Balcarce  Poblacion 29,1 11,8 17,2 10,5 448 31,3
BR1913 B. rapa C.Baron Poblacion 409 164 14,0 9,1 429 277
BR0414B  B.rapa  LaDulce Poblacion 33,1 123 138 11,9 477 399

BRGG13  B.rapa fC”"'.Var 429 127 149 9.8 463 340
orrajero
BNMCH10 B.napus . Mar  voluntarios ez 275 4916 43 08 6/

Chiquita  en borde
BN1512  B.napus  Chaves Maleza 41,7 58,2 22,6 10,7 0,1 14,2
BN1712  B.napus SanMayol Maleza 40,0 38,7 17,6 11,4 135 145
BN0113  B.napus  Dorrego Lote 370 586 21,8 11,1 0,1 8,8

BNO513  B.napus ,Orak  Volntarios o597 907 g3 00 55
Villegas  banquina

BN8450  B. napus Cultvar — 449 780 124 15 00 36
oleaginoso

BNNN13 B napus Culvar — ghg 650 177 77 04 27
oleaginoso

BNGO13  B.napus - fC”"'.Var 438 161 145 105 409 238
orrajero

BNWA13 B, napus fC”"'."ar M5 147 142 101 460 276
orrajero

SA0811 S.arvensis Loberia Poblacion 30,0 15,0 16,5 15,9 290 449
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DISCUSION

Los resultados de las exploraciones demostraron que Argentina mantiene su vigencia
como centro de biodiversidad secundaria de especies emparentadas con el cultivo de
colza. Las poblaciones brasicaceas se encuentran ampliamente distribuidas en la
region pampeana, en ambientes aptos para el cultivo de B. napus. Extensas
poblaciones de B. rapa fueron halladas en todo el centro-sur de la provincia de Buenos
Aires. Esta zona es coincidente con el area de mayor difusion del cultivo de colza. En
la provincia de Buenos Aires se sembro en la Gltima década aproximadamente el 60%
de la superficie total nacional de colza (MAGyYP, 2015). La incipiente difusién de
variedades con resistencia a herbicidas imidazolinonas en esta zona implica un riesgo
de flujo génico con las poblaciones naturales brasicaceas, y la incorporacién del rasgo

de resistencia en las malezas emparentadas.

Una caracteristica de suma importancia para determinar la probabilidad y tasa de
cruzamientos entre las especies esta referida a la sincronia de los estados
reproductivos en poblaciones adyacentes. En general, la colza puede florecer desde
septiembre a noviembre, mientras que muchas malezas comienzan su floracion en
agosto (OGTR, 2002). Sin embargo, la variacion de este fenémeno en la flora natural
es muy grande y depende de las condiciones ambientales. En los relevamientos
realizados se encontré poblaciones naturales de B. rapa floreciendo en las cuatro
estaciones (meses de enero, febrero, marzo, julio, septiembre y octubre). Estas
coincidencias geogréficas y de periodo floral confirman el alto riesgo de flujo génico

gue existe entre ellas.

La caracterizacion de las diferentes especies brasicaceas evaluadas en jardin comdn
puso de manifiesto las diferencias entre ellas, en congruencia con los datos
taxondémicos bibliogréficos. Las similitudes observadas entre B. nigra y S. arvensis,
gue se hicieron patentes en el andlisis de conglomerados, es congruente con la
historia evolutiva de esas especies. Ambas especies han sido tradicionalmente
consideradas intimamente emparentadas, lo que ha sido probado por diversas
investigaciones, incluyendo estudios de proteinas, citolégicos, genéticos vy
morfologicos. Su cercania es reflejada por los altos niveles de apareamiento de sus
cromosomas. Ambas especies comparten distribucion geogréfica, y no han

desarrollado barreras fuertes de aislamiento reproductivo (Prakash et al., 2012).

Las variaciones entre las accesiones de cada especie fue menor. Se encontrd
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variabilidad entre las poblaciones de B. rapa, tanto en caracteres métricos como
categoricos. Estos podrian estar correlacionados con la adaptacion de las poblaciones
a los distintos ambientes en los cuales fueron halladas. Una accesion originaria de la
zona andina patagoénica se diferencid del resto de las poblaciones pertenecientes a la

region pampeana.

También se observaron rasgos en algunas poblaciones de B. rapa que podrian inferir
el origen feral de estas. En especial, el engrosamiento de la raiz y los altos niveles de
materia grasa de los granos indican un posible origen en el escape de cultivos de
nabo. De acuerdo a las referencias bibliograficas de época colonial, el escape de
plantas de nabo cultivado parece haber sido general en toda América, desde varios
siglos atrds. En el siglo XVI se menciona que algunas poblaciones crecian en forma
sub-espontanea en cultivos de trigo y acequias (Patifio, 1963). En nuestro pais la
importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida desde la década del 30
(Ibarra, 1937). Por la misma época se comenzaron a aprovechar las poblaciones
naturales de nabo debido a su abundancia de como maleza de trigo y lino, sus niveles

de materia grasa, y el valor de su aceite con destino industrial (Tenembaum, 1937).

En un estudio realizado utilizando distintas accesiones de B. rapa, Crouch et al. (1995)
compararon la diversidad genética de formas cultivadas, silvestres y maleza de la
especie. Entre estas accesiones se incluyeron cultivares oleaginosos europeos Yy
norteamericanos (ssp. oleifera), variedades de raiz engrosada (ssp. rapifera), dos
cultivares asiaticos seleccionados por sus hojas (ssp. chinensis), otro europeo
cultivado por sus inflorescencias (ssp. italica), junto con cinco accesiones de B. rapa
silvestre o asilvestrada (ssp. sylvestris) de distintas partes del mundo, incluyendo una
accesion argentina. Los resultados mostraron que dos de las accesiones silvestres,
incluyendo la de Argentina y otra de California, se agruparon junto con los cultivares,
en especial con aquellos de la ssp. rapifera. Los autores demostraron que las
accesiones de América correspondian a escapes recientes de cultivo, dado que las
verdaderas formas silvestres de B. rapa se restringen a Europa y Asia. Estos
resultados son congruentes con lo observado en la caracterizacion morfologica de las
distintas poblaciones naturales de B. rapa utilizadas en este capitulo, y reafirman la
hipétesis de que las poblaciones argentinas corresponden a formas ferales escapadas
desde la introduccion del cultivo de las formas horticolas en el pais.

La caracterizacion de las poblaciones de R. sativus mostro en gran medida la similitud
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existente entre ellas y la presencia de rasgos inherentes a las formas cultivadas, que
también podrian indicar el origen feral de estas poblaciones. El rAbano fue uno de los
primeros cultivos introducidos en América por los colonizadores espafioles, hallandose
menciones desde el siglo XVI (Patifio, 1963). Diversos autores consideran que las
poblaciones invasoras de R. sativus, presentes en zonas templadas de Ameérica,
Europa y Asia, corresponden a formas endo o exoferales derivadas del rdbano
domesticado (Panetsos y Baker, 1967; Snow y Campbell, 2005; Theisen, 2008;
Kaneko et al.,, 2011). Entre las poblaciones naturales de Raphanus argentinas se
observaron caracteres como la raiz engrosada, silicuas globosas y corchosas con
poca constriccion entre las semillas, que permanecen en la planta por largo tiempo
posterior a la madurez, y semillas de gran tamafio y biomasa. Todas estas

caracteristicas las asemejaron al ancestro cultivado.

La presencia de una poblacién de R. sativus originaria del sur de la provincia de
Buenos Aires, con algunos caracteres taxondémicamente adjudicados a R.
raphanistrum podria estar indicando la existencia de un proceso de hibridacion e
introgresion entre las dos especies; en especial, la amplia variabilidad en el color de
los pétalos, incluyendo bronce, rosa y amarillo. Las flores de R. sativus pueden ser
violetas, blancas y en ocasiones rosas, pero nunca amarillas. Este caracter, conferido
por la presencia de pigmentos carotenoides, es tipico de la especie R. raphanistrum
(Panetsos y Baker, 1967; Irwin y Strauss, 2005). Sin embargo, las raices engrosadas y
la ausencia de constricciones totales en las silicuas de las plantas de esta poblacién

son caracteres propios de la especie R. sativus.

La presencia de R. raphanistrum como maleza en la Argentina fue documentada por
Parodi (1964), Boelcke (1967), Marzocca et al. (1976) y Martinez-Laborde (1999). Los
herbarios Sl y BAA registran doce ejemplares, pero solo tres de ellos correspondian
indudablemente a esa especie. Estos registros pertenecian todos a la zona de
Campana, provincia de Buenos Aires, recogidos en la década del 40. Se menciona en
las notas de las entradas que las plantas poseian flores amarillas, y convivian con
plantas de R. sativus de flores violetas. Sin embargo, en ninguna de las mas de quince
misiones de exploracion realizadas en la regibn pampeana fue posible hallar
poblaciones naturales de esta especie, ni siquiera en la zona de Campana. Es
probable que estas poblaciones hayan desaparecido por disturbio humano, en una
zona que es en la actualidad predominantemente urbana. También es posible que se

hayan introgresado totalmente en las poblaciones de R. sativus presentes en la zona.
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El flujo génico entre R. sativus y R. raphanistrum ha sido documentado en poblaciones
invasoras de California, en las cuales la hibridacion ha conducido a la desaparicién de
las especies parentales. Mediante estudios genéticos, se ha concluido que todas las
poblaciones de rdbano feral de California tienen origen hibrido. La hibridacion aument6
la supervivencia y produccion de descendencia, incrementando su variabilidad
genética y plasticidad fenotipica, lo que le ha permitido invadir un amplio rango de
ambientes (Panetsos y Baker, 1967; Ridley et al., 2008; Ridley y Ellstrand, 2008).
Algunos de estos trabajos afirman que los cultivares de R. sativus no tendrian la
capacidad de formar poblaciones ferales exitosas por si mismos, sin flujo génico con
R. raphanistrum. Para la dispersion de biotipos endoferales se requeririan mutaciones
especificas y una fuerte presion de seleccion para reducir la frecuencia de rasgos
deletéreos provenientes del cultivo, como la floracion demorada y las raices
engrosadas, que son caracteres poligenéticos (Panetsos y Baker, 1967; Campbell y
Snow, 2009).

Estos resultados confirman la amplia variabilidad y distribucion geografica de las
poblaciones brasicaceas relacionadas con cultivos en el territorio nacional. Se pone de
manifiesto las complejas relaciones entre los biotipos cultivados y las poblaciones
naturales que han estado en contacto en nuestro pais desde hace mas de cien afios.
Estas relaciones han incluido procesos de flujo génico, hibridacion y endo y
exoferalidad, que han conferido a alguno de estos biotipos una mayor capacidad
invasiva y que a futuro limitan la difusion de modernas tecnologias de cultivo, como la
resistencia a herbicidas. Se observaron rasgos de las formas domesticadas en las
poblaciones naturales argentinas de B. rapa y de R. sativus, por lo cual el posible

origen feral de las mismas no puede ser descartado.
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Capitulo 2: FLUJO GENICO ENTRE EL CULTIVO DE COLZA (Brassica napus) Y
LA MALEZA B. rapa

Los procesos de intercambio genético entre las especies domesticadas, sus malezas
asociadas y parientes silvestres, suele ser un mecanismo frecuentemente asociado a
la generacion de variabilidad. Este proceso estaria involucrado en la emergencia de
las principales especies cultivadas, pero también habria conducido a la aparicion de

especies invasoras (Ellstrand, 2003).

El uso de cultivos resistentes a herbicidas presenta el riesgo de transferencia de esa
caracteristica a especies silvestres emparentadas que constituyen importantes
malezas (Devos et al., 2004, Warwick et al., 2008). El flujo génico y la introgresion
exitosa de los caracteres de resistencia dependen de una serie de eventos cuya
probabilidad es generalmente baja, aunque varia con las especies. Se requiere
coincidencia geogréfica de los cultivos con sus parientes silvestres, compatibilidad
sexual entre ellos y periodos de floracion coincidentes. Deben producirse hibridos
fértiles, y el gen debe trasmitirse a través de sucesivas retrocruzas y estabilizarse en el

genoma de las especies silvestres (Légére 2005, Devos et al. 2009).

Brassica rapa L. y B. napus L. son dos especies anuales de la familia de las
brasicaceas, cultivadas desde hace siglos como horticolas u oleaginosas (Gupta y
Pratap, 2007; Prakash et al., 2012). En especial, B. napus (colza) se destaca por su
elevada participacion en la produccién mundial de aceites comestibles (FAOSTAT,
2015). La forma silvestre de B. rapa, de la cual se originaron las variedades de nabo
alimenticio y colza polaca, es una maleza altamente invasora de una gran cantidad de
cultivos alrededor del mundo. En Argentina es una maleza comun en cultivos de trigo y
otros cereales de invierno de la region pampeana (Parodi, 1964; Marzocca et al.,
1976).

La probabilidad de transferencia de genes entre las distintas especies del género
Brassica es relativamente alta debido a la compatibilidad cruzada de los miembros del
triangulo de “U” (Hall et al., 2005). Esta teoria describe que las tres especies diploides
B. nigra (L.) Koch (BB, 2n=16), B. oleracea L. (CC, 2n=18) y B. rapa (AA, 2n=20),
mediante cruzas interespecificas naturales entre ellas, dieron origen a tres especies
anfidiploides: B. napus (AACC 2n=38), B. juncea (L.) Czernohorsky (AABB, 2n=36) y
B. carinata Braun (BBCC, 2n=34) (Gupta y Pratap, 2007; Allender y King, 2010;
Iniguez-Luy y Federico, 2011; Prakash et al., 2012).
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Brassica rapa y B. napus son las cruciferas que han mostrado la mayor propensién al
flujo génico (Brown et al., 1995; Landbo et al., 1996; Wilkinson et al., 2003;
Allainguillaume et al., 2006). Si bien la frecuencia de hibridacion entre estas dos
especies es generalmente menor al 7% (Jgrgensen & Andersen, 1994, Wilkinson et
al., 2003, Allainguillaume et al., 2006), puede superar el 56% cuando B. rapa es el
parental femenino y se encuentra aislada entre plantas de B. napus (Warwick et al.,
2003; Devos et al.,, 2009). Esto podria deberse a que B. rapa posee genes de
autoincompatibilidad que obligan a la fecundacion cruzada mientras que por el
contrario B. napus puede autofecundarse con facilidad (Bateman, 1955; Cuthbert &
McVetty, 2001). La cruza en el sentido opuesto estaria limitada por mecanismos
esporofiticos en B. napus que limitan el crecimiento del polen de B. rapa (Hauser et al.,
1997).

Las limitaciones a la hibridacion reciproca entre las dos especies no parecen ser muy
fuertes (Hauser et al., 1998). En condiciones naturales existen indicios de introgresion
progresiva, con produccion de hibridos triploides, recombinacion entre los genomas de
B. rapa y B. napus, intercambio de cloroplastos y pérdida del genoma proveniente de
B. oleracea (Hansen et al., 2001; 2003). Por este mismo mecanismo, en B. oleracea
silvestre se ha comprobado la introgresion del genoma de B. rapa luego de la cruza

interespecifica (Ford et al., 2006).

Los hibridos emergentes de la cruza entre B. napus y B. rapa pueden ser
reproductivamente tan exitosos como sus progenitores (Hauser et al., 1998). Suelen
presentar caracteristicas morfologicas similares a B. rapa y segregar para los
caracteres de autocompatibilidad (Warwick et al., 2003), por lo que los genes de
resistencia a herbicidas podrian permanecer en las poblaciones silvestres de forma
encubierta. De hecho, se ha confirmado la transferencia de resistencia a herbicidas a
través de sucesivas generaciones (Snow et al., 1999), y la persistencia de dicha
caracteristica en poblaciones silvestres de B. rapa, mas alla de seis afios en ausencia

de presién de seleccién con herbicida (Warwick et al., 2008).

El nimero y la naturaleza de los cromosomas tienen gran importancia para la
transmision de los genes, debido a que pueden contribuir al aislamiento genético. Esto
es consecuencia de la segregacion meiética irregular, reducida recombinacién y
seleccidon postcig6tica. La especie B. napus fue originada por la hibridacion

espontanea entre B. rapa y B. oleracea y contiene el juego cromosémico diploide
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completo proveniente los dos genomas parentales. Por lo tanto, B. napus (AACC) y B.
rapa (AA) comparten un juego de cromosomas haciendo del cruzamiento

interespecifico un evento comun (Jgrgensen y Anderesen, 1994; Snow et al., 1999).

A nivel internacional hace dos décadas que se cuenta con variedades de B. nhapus
resistentes a herbicidas. Los eventos transgénicos registrados actualmente incluyen
colza resistente a glifosato, glufosinato y bromoxinil. Las variedades resistentes a
glifosato son actualmente cultivadas en Canada, Estados Unidos, Australia, Japon y
Chile (en este ultimo caso, so6lo para exportacién de semilla) (James, 2012). La colza
resistente a imidazolinonas se desarroll6 en 1987 usando métodos de mejoramiento
tradicional y fue liberada al mercado por primera vez en Canada en 1996. Esta
variedad y otras fueron desarrolladas por la empresa CYNAMID (luego adquirida por
BASF) y ahora se las denomina Clearfield® o CL (Tan et al., 2005; Krato et al., 2012).

Debido al posible flujo génico, un pedido de autorizacion para el cultivo de variedades
transgénicas en Argentina fue denegado por recomendacion de la Comision Nacional
de Biotecnologia Agropecuaria (SAGPYA, 1997). Otras variedades con resistencia a
herbicidas de la familia de las imidazolinonas, generadas a partir de una mutacién
inducida, han comenzado a utilizarse recientemente bajo la tecnologia CL (INASE,
2015).

El modo de accion de la familia de herbicidas de las imidazolinonas consiste en la
inhibicion de la enzima acetohidroxiacido sintetasa (AHAS) esencial en el proceso de
sintesis de los aminoacidos de cadena ramificada en la planta (valina, leucina e
isoleucina). Si bien no presentan la misma estructura quimica que las sulfonilureas,
comparten el mismo sitio de accion y algunas propiedades, como el comportamiento

en el suelo y la baja toxicidad en los mamiferos (Shaner y O'Connor, 1991).

La colza CL fue generada mediante cultivo de tejidos que se obtuvieron de
microsporas de variedades de colza canadienses, posteriormente tratadas con
mutagénicos quimicos. A partir de embriones haploides, mediante el uso de colchicina,
se obtuvieron plantas doble haploides (Swanson et al, 1989). Se generaron dos lineas
(PM1 y PM2), de las que derivan todas las variedades de colza resistente a
imidazolinonas. PM1 contiene una mutaciéon en el codén 653 (cambio de serina a
asparagina), que le confiere resistencia a imidazolinonas. El factor de resistencia en la
linea PM2, asociado a una mutacién puntual en el codén 574 (cambio de triptéfano a

leucina), es marcadamente mayor y confiere resistencia a sulfonilureas y otros
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inhibidores de la enzima AHAS. El nivel de resistencia es mayor cuando las dos
mutaciones de cada alelo se encuentran presentes (Tan et al., 2005; Krato et al.,
2012).

La posible liberacién para el uso publico de variedades de colza (B. napus) resistentes
a imidazolinonas (IMI) motivo a la realizacién de una evaluacion del riesgo ambiental
sobre el empleo de esta tecnologia. La flora natural de Argentina contiene 68 géneros
de la familia Brassicaceae, incluyendo B. rapa (nabo) y Raphanus sativus L. (nabén),
gue son malezas invasoras en mas de veinte provincias (Marzocca et al., 1976;
Martinez-Laborde, 1999). En Argentina R. sativus (x=9) también se cultiva como
hortaliza y forraje, mientras que el nabo argentino, posiblemente una mezcla de dos
especies (Oms y Tort, 1959), constituy6 el germoplasma utilizado para la obtencion de
las variedades de colza conocidas como “tipo argentino” (B. napus). Si bien la colza-
canola también comprende formas mejoradas de B. rapa, en la actualidad sélo B.

napus esta difundida como cultivo en Argentina (Iriarte y Valetti, 2008).

Para evaluar el impacto de esta tecnologia se estudid la posibilidad de flujo génico
entre el cultivo de colza y la maleza B. rapa, bajo condiciones naturales argentinas.
Los objetivos fueron detectar evidencias de flujo génico desde el cultivo de colza
(Brassica napus) hacia poblaciones naturales de B. rapa, incluyendo la adquisicion de
resistencia a herbicidas desde variedades del cultivo con esa caracteristica. Las
hipétesis fueron que el flujo génico entre cultivos de colza (B. napus) y poblaciones
naturales de B. rapa es posible, y cuando las variedades implicadas presenten

resistencia a herbicidas este caracter se transferira a la maleza.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Entre 2008 y 2013 se localizaron cuatro lotes sembrados con variedades comerciales
de colza, que presentaban dentro o en la proximidad (<10 m) poblaciones naturales de
B. rapa. En todos los casos se comprobo la floracion simpétrica entre las poblaciones
y el cultivo (Tabla 2.1). Se realizaron observaciones de la flora de los lotes y el entorno,
y se caracterizaron las poblaciones de B. rapa mediante la escala semi-cuantitativa
desarrollada por Domin-Krajina (Mueller-Dombois y Ellenberg, 1974). Al momento de

madurez se tomaron muestras de silicuas de las poblaciones.

Uno de estos lotes, relevado durante la primavera de 2008, se encontraba sembrado
con la variedad de colza Nexera 8450. Este cultivar presenta resistencia a herbicidas
imidazolinonas. El lote se encontraba ubicado en cercanias de la localidad de
Balcarce, en el establecimiento San Juan. En este establecimiento se ubicaron tres
lotes de cultivo de colza cv. Nexera 8450 y uno de cv. Gospel. Los lotes de colza
presentaban muy buen estado agronémico y presencia de Brassica rapa en los
bordes, con una alta densidad de malezas. Se constataron las condiciones de floracion

simultanea cultivo-maleza (Figura 2.1).

Durante la misma primavera de 2008 se identificaron otros dos lotes de colza cv.
Nexera 8450, con malezas brasicaceas en la cercania. Sin embargo, en estos lotes no
se hallaron poblaciones de B. rapa, sino de Raphanus sativus. Con el objetivo de
evaluar el posible flujo con otra especie brasicacea se recolectaron silicuas de esta
maleza. Uno de los lotes se ubicé en Coronel Pringles, en proximidades de Krabbe. En
dicho lote se delimitd un sector de 20 x 20 m que fue excluido de la aplicacién de
herbicidas, dentro del cual se observ alta densidad de R. sativus. El otro lote se ubicé
sobre la ruta provincial 76, en proximidades del arroyo "El Pantanoso”, cercano a la
zona de Sierra de la Ventana. El lote presentaba numerosas plantas de R. sativus y
mostacillas (varias especies) sobre una angosta franja de terreno (<2 m) lindera al
alambrado. Sobre el lateral sudoeste del lote se delimité una franja que fue excluida de

la aplicacion del herbicida. Alli se permitié la floracion y fructificacion de las malezas.

Como control se ubicé una poblaciéon de B. rapa sin contacto con cultivos de colza,
sobre el margen este de la RP 74, entre Juarez y Tandil. La poblacién se encontraba

muy extendida (n >1000) en un bajo inundable, en un &rea no cultivada.
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Tabla 2.1: Condiciones del muestreo original (GO) de seis poblaciones de malezas brasicaceas colectadas tras la floracion simultanea

con distintos cultivares de colza (Brassica napus), incluyendo el cultivar IMI resistente Nexera 8450, y controles utilizados.

Accesion Origen Afo Especie Cultivar cercano Posicion Tamafio
BAL Balcarce 2008 Brassica rapa Nexera 8450 IMI  Grupos continuos en el perimetro del cultivo y <50
resistente tanques de agua para hacienda.
PRI Coronel 2008 Raphanus sativus  Nexera 8450 IMI Dispersas dentro del lote en un sector excluido de >50
Pringles resistente la aplicacion de herbicida.
SDV Sierrade 2008 Raphanus sativus  Nexera 8450 IMI  Aisladas en un lateral del lote excluido de la <10
la Ventana resistente aplicacion del herbicida.
AZU Azul 2011 Brassica rapa N.N. Grupo aislado de plantas en la esquina de un lote 10-50
Convencional  de colza.
PIE Pieres 2011 Brassica rapa N.N. Unas pocas plantas aisladas en el borde entre un <50
Convencional cultivo de colza y un camino interno.
ENE Energia 2013 Brassica rapa N.N. Extenso grupo de plantas sobre alambrado >1000
Convencional  perimetral y banquina de la RP 228.
Controles
JUA Benito 2008 Brassica rapa - Densa poblacion en un bajo no cultivado, aislada >50
Juarez de cultivos de colza.
BNR NEX8450 2008 Brassica napus - Semilla comercial cv. Nexera 1700, de Dow. -
BNC NEX1700 2010 Brassica napus - Semilla comercial cv. Nexera 1700, de Dow. -
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Figura 2.1: Floracion simpéatrica de la poblacion de Brassica rapa BAL lindera a un
cultivo de colza (B. napus) cv. Nexera 8450 durante la primavera de 2008 (arriba), y de
la poblacién ENE en 2013 (abajo).
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Avance generacional

Para evaluar la segunda generacion (G2) luego del contacto con Nexera 8450, las
plantas de la primera generacion (G1) se cultivaron en la primavera de 2009. Los
plantines fueron criados a partir de la semilla original (GO) en bandejas plasticas de
200 celdas de 2 cm de didametro y 12 cm?® de capacidad, rellenas con sustrato
profesional en base a turba (Grow Mix® Terrafertil). En cada celda se colocaron 3-4

semillas.

Las plantas fueron transplantados al campo experimental en el estado de B2-B3 de la
escala CETIOM (Arnoud, 1989). Se utilizaron 800 a 1200 individuos por accesion. La
accesion BAL se mantuvo completamente aislada utilizando una jaula con malla para
exclusion de insectos de 10,0 m de frente, 12,0 m de lado y 2,8 m de altura. Para
favorecer la polinizacién se colocaron larvas de dipteros en sitios protegidos del
interior de la jaula, constandose la emergencia de los adultos dentro de la semana
siguiente. Las accesiones de R. sativus PRIy SDV, y de B. rapa JUA se localizaron a
campo abierto en un sector aislado de otras brasicaceas (>300 m) y su polinizacién

fue efectuada por agentes naturales.

Caracterizacion de las poblaciones en contacto con variedades de colza

Se caracteriz6 en el campo experimental la progenie de cuatro poblaciones de
Brassica rapa, colectadas bajo condiciones naturales en las cercanias de lotes de
colza (BAL, AZU, PIE y ENE). En todos los casos la floracion simpétrica del cultivo y la
maleza fue comprobada en los sitios originales. Como controles se utilizaron ocho
poblaciones naturales de B. rapa y cuatro accesiones de B. napus (dos cultivares y

dos poblaciones ferales).

La caracterizacion fue realizada en un jardin comun en el departamento de Agronomia
de la Universidad Nacional del Sur (UNS), (38°41'46"S, 62°14'55"0), durante dos
ciclos, incluyendo los afios 2013 y 2014. Las poblaciones fueron sembradas en
bandejas multicelda con sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil) y criadas en
invernaculo con luz natural, riego diario y a temperatura de 20-25°C. En el estado de
B4, en el mes de junio, las plantas fueron trasplantadas al campo experimental, bajo
un marco de plantacion de 0,3 x 0,5 m.

Las plantas fueron caracterizadas utilizando 41 descriptores, 17 cuantitativos y 24

cualitativos, aceptados internacionalmente, especificados en el Capitulo 1 (IBPGR,
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1990). Se utiliz6 un disefio en bloques incompletos, teniendo en cuenta los valores de
la planta individual como repeticiones y los afios de evaluacion como bloques. Las
distintas poblaciones de B. rapa se agruparon en un grupo denominado BR, y las de
B. napus como BN. La progenie de las poblaciones de B. rapa colectadas tras el
contacto con el cultivo B. napus fueron a su vez clasificadas y agrupadas en normales
(TBR) y fuera de tipo (FT). Los datos cuantitativos fueron analizados mediante ANOVA
y las medias fueron comparadas con el test de Tukey (p < 0,05). Los datos cualitativos
fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se realizd
analisis discriminante (AD) basandose en datos cuantitativos y cualitativos. Para todos

los andlisis se utilizé el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2015).

Viabilidad del polen

La viabilidad del polen fue estimada en la progenie de las accesiones BAL, AZU, PIE y
ENE, que fueron criadas en el campo experimental del Departamento de Agronomia
durante el 2015. Las poblaciones fueron sembradas en bandejas multicelda con
sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil) y criadas en invernaculo con luz natural,
riego diario y a temperatura de 20-25°C. En el estado B4, en el mes de julio, las
plantas fueron trasplantadas al campo experimental. Se obtuvieron aproximademente
100 plantas de cada poblacion. Como control se utilizaron dos poblaciones naturales

de B. rapa (BR) y una variedad comercial de colza cv. Nexera 1700 (BN).

Se evalud la viabilidad del polen de todas las plantas FT observadas en cada
poblacion. Ademas se tomaron 5 plantas normales (TBR) al azar dentro de cada
poblacion, 5 de dos poblaciones naturales de B. rapa (BR) sin contacto con cultivos de
colza y 5 del cultivar de B. napus Nexera 1700 (BNC). De cada planta se tomé polen

de 3 flores, evaluandose en total entre 350 y 1050 granos de polen por planta.

Los granos de polen fueron tefiidos en una solucién constituida por 10 mL de etanol, 1
mL de solucién de 1% de verde de malaquita en 95% de etanol, 50 mL de agua
destilada, 25 mL de glicerol, 5 g de fenol, 5 g de hidrato cloral, 5 mL de solucién 1% de
fucsina en agua, 0,5 mL de soluciéon de 1% G naranja en agua y 1-4 mL de &cido
acético glacial (Alexander, 1969). La viabilidad fue calculada como porcentaje del

polen tefiido por esta solucion.

Citometria de flujo

Se realizdé un estudio de citometria de flujo para determinar el contenido de ADN y
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estimar el nivel de ploidia en 16 individuos identificados como FT en los ensayos de
caracterizacion morfol6gica, de tres poblaciones de B. rapa en contacto con el cultivo
B. napus. La intensidad de fluorescencia de los nucleos tefiidos con DAPI se analizé
con el citometro de flujo PA Il Partec (Partec, Miinster, Alemania). El contenido de ADN
de cada individuo se determiné a partir de muestras de tejido de hoja fresca siguiendo
las recomendaciones del manual del Partec kit CySatin UV Precise P 05-5002. Una
cantidad de 0,5 cm? de material vegetal se colocé en placas de Petri, junto con una
cantidad similar de tejido de los controles. Después de la adicion del buffer de
extraccion (0,5 mL), el tejido se corté con una hoja de afeitar. Tras una incubacion de 2
min, las muestras se filtraron a través de una malla de nylon de 50 Im directamente al
tubo de muestra, al que se afiadi6 1,5 mL de la solucion de tincibn DAPI (4 6-
diamidino-2-fenilindol). La mezcla se incubdé durante 2 min mas a temperatura
ambiente y se analiz6. Los niveles de ploidia se estimaron en relacién a los picos de

ADN en las muestras y el patrén interno.

Respuesta al imazetapir

Se evaluob la respuesta al herbicida imazetapir en los descendientes de segunda
generacién (G2) de la poblaciéon BAL, que habia estado en contacto con un cultivo de
colza (B. napus) con resistencia a herbicidas imidazolinonas (cv. Nexera 8450). La
aplicacion del herbicida imazetapir a doble dosis comercial (X=100 g p.a. ha’=1 L P.C.
ha') se realiz6 a los 34 dias de la siembra, en el estado B2-B3. Se utiliz6 un equipo
portatil presurizado con aire comprimido a presién constante (50 kg cm™@), provisto de
una pastilla pulverizadora TJ 8004 EVB. El ancho de labor fue 0,84 m. Se trabajé a
una velocidad de 3,8 km h™, aplicando un caudal de 205 L ha™* de agua con alquil aril

poliglicol éter como coadyuvante (Canaplus 1050®) a razén de 0,05%.

En total se evaluaron 110.000 individuos, sobre los que realizaron observaciones
periddicas. La supervivencia se evalud cinco semanas después de la pulverizacién
utilizando una escala de dafo visual, de acuerdo al siguiente detalle: 1 = sin dafio, 2 =
25% dafio, 3 = 50% dafo, 4 = 75% dafio, 5 = muerte de plantas (adaptado de Moss et
al., 1999; Hashem et al., 2001). Se consideraron supervivientes a aquellas plantas
cuyo apice no habia sufrido dafio (Walsh et al., 2004). La respuesta fue expresada

como porcentaje de supervivencia.

El disefio empleado fue completamente al azar con cuatro repeticiones. Cada unidad

experimental estuvo constituida por una bandeja (200 celdas), excepto los controles de
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colza que fueron de media bandeja en cada caso (100 celdas). Para el analisis

estadistico los valores fueron transformados mediante la formula
y = arcsen (x + 0,5)* [Ecuacion 1]
y las medias se compararon por prueba de Tukey, con el software estadistico Infostat.

En otro ensayo, se evaluaron herbicidas de las cinco familias quimicas de inhibidores
de la AHAS (Tabla 2.2) en las dos generaciones de la accesion BAL. Como control
susceptible se utilizé el biotipo JUA. Los herbicidas fueron aplicados a doble dosis
comercial (2X) al estado B3-B4, usando un equipo de aplicacion de presion constante
equipado con pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001 EVB), a 1,45 km h y calibrado
para aplicar 202 L ha™.

Las plantas fueron criadas en bandejas de 10 celdas de 15 mL a razén de dos plantas
por celda, con sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil). Las bandejas se mantuvieron
en invernadero a 20 + 5 °C, se regaron dos veces por dia y se fertilizaron con una

mezcla comercial liquida (Chase LI®, grade 5-3-3).

La supervivencia se evalué cuatro semanas después de la pulverizacion, de igual
forma que en el ensayo anterior. Cada bandeja fue considerada una unidad

experimental. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas.

Tabla 2.2: Herbicidas (Mallory-Smith y Retzinger, 2003) utilizados en el ensayo de

resistencia y dosis comercial (X) del principio activo.

Principio - L Nombre , Formulacion Dosis pa.
X Familia quimica . Cultivo :
activo comercial p.a. (g ha?)
Imazapir Imidazolinona Clearsol Girasol CL 304 g kg™ 80,0
. . , Soja, 1
Clorimurén Sulfonilurea Backup p 250 g kg 15,0
asturas
Diclosulam Triazolpirimidina Spider Soja 840 g kg™ 33,6
(barbecho) ’
Fluca[bgzone Sulfonilamino- Everest Trigo 700 g kg™ 49,0
-sodico carboniltriazolinona
Blsplr!bac- Pirimidiniltio- Nominee Arr0z 400 g L™ 40,0
sodico benzoato
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Caracterizacion de las plantas resistentes

Un grupo de plantas (15) de la accesion BAL que sobrevivieron la aplicacién de
herbicidas del ensayo de respuesta al imazetapir de la G2 fueron trasplantadas en
macetas de 1,5 L, en una mezcla de suelo y sustrato. Las plantas fueron
caracterizadas utilizando descriptores aceptados internacionalmente (IBPGR 1990).
Como controles se usaron plantas de la variedad de colza IMI resistente Nexera 8450
(BNR), de la variedad convencional Nexera 1700 (BNC) y del biotipo susceptible JUA.
Los individuos de BAL fueron a su vez identificados como fuera de tipo (FT) si
presentaban = 2 rasgos de B. napus, y analizados por separado. Las observaciones
morfologicas cuantitativas fueron realizadas en las plantas individuales criadas en el
invernadero, y comparadas en un disefio completamente al azar, utilizando el software

estadistico Infostat.
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RESULTADOS
Caracterizacion in situ

Los pardmetros morfolégicos medidos in situ utilizando una muestra representativa de
individuos (n=10), confirmaron la determinacién taxonémica de las malezas halladas
en contacto con colza cv. Nexera 8450 (Tabla 2.3). Las accesiones de B. rapa JUA 'y
BAL presentaban elevada fecundidad, con mas de 800 silicuas por planta. Las silicuas
presentaban un rostro fino (Figura 2.2), que era proporcionalmente largo (>20% del

largo total), caracteristica inherente a la especie (Mulligan, 1995).

La accesion de R. sativus PRI se encontraba en un stand de alta densidad (79 = 39 pl
m) compitiendo con plantas de cultivo de colza cv. Nexera 8450 y era de menor porte
gue el de la accesién SDV, cuyas plantas se hallaban dispersas en una franja sin
cultivar, dentro de un ambiente méas favorable (Tabla 2.3). En respuesta a las
condiciones agroecolégicas bajo las que se desarrollaron, las plantas de colza cv.
Nexera 8450 también mostraron variacién entre los sitos de estudio, siendo Balcarce
el ambiente que produjo las plantas de mayor porte, aunque eran escasamente
ramificadas, posiblemente debido a que estaban dispuestas a una mayor densidad (>
40 pl m?).
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Tabla 2.3: Morfologia (medias + desvio estdndar, n=10) de malezas brasicidceas (G0) observadas en las condiciones originales de los

sitios de recoleccién durante la primavera de 2008.

Planta Silicua
Accesion NUmero de NUmero de Rostro Relacion Peso semilla
Altura (cm) ramas silicuas Largo (cm) (cm) rostro/silicua (mg)
BAL 937 32+1,6 803 + 291 53+04 1,2+0,2 0,23 £0,02 16
JUA 119+7 29+25 933 +512 6,5+0,4 0,9+0,8 0,27 + 0,02 17
BNR 1515 1,0+£0,0 185+ 27 7,2+0,2 1,3+0,2 0,18 + 0,02 42
PRI 417 7,4+1,6 28+ 9 - - - 76
SDhV 74 +£10 75+19 214 + 105 - - -- 50
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Figura 2.2: Detalle de la valva y el rostro de la silicua de la accesiéon de B. rapa de BAL
(silicua izquierda en cada foto) bajo las condiciones de recoleccién (G0) y Nexera 8450
(silicua derecha en cada foto).
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Caracterizacion morfoldgica de poblaciones de B.rapa en contacto con B. napus

En los descendientes de las cuatro poblaciones de B. rapa colectadas en contacto con
cultivos de B. napus se observaron plantas fuera de tipo (FT), que se diferenciaron a
simple vista del resto de las plantas de la poblacion (TBR). Estas Ultimas eran
indistinguibles de plantas de poblaciones puras de B. rapa (BR). Las plantas FT en
cambio eran visualmente similares a individuos de B. napus (BN). La proporcién de
plantas FT observadas en los distintos ensayos de caracterizacion fue de entre 7,5%

hasta el 44,1%, segun la poblacion y el nUmero de individuos evaluados (Tabla 2.4).

Se detectaron diferencias altamente significativas entre BN, BR y FT para 23 de los 40
caracteres morfolégicos cuantitativos y cualitativos evaluados mediante ANOVA y la
prueba de Kruskal-Wallis. Las plantas FT presentaron cuatro caracteres intermedios
entre BR y BN, 12 caracteres similares a BN, uno similar a BR, y seis caracteres
transgresivos (Tabla 2.5). El alto de planta, nimero de ramificaciones principales, color
de las hojas inferiores, pubescencia y ausencia de tricomas en las hojas, grado de
abrazamiento de las hojas superiores, color y tamafio de pétalos, disposicién de
pimpollos, niumero y disposicién de las silicuas en la inflorescencia principal, largo del
rostro de la silicua y forma de la raiz fueron similares a BN. Entre estos rasgos, el color
glauco de las hojas, el abrazamiento minimo en las hojas superiores no pecioladas y la
disposicién de los pimpollos por sobre las flores abiertas son caracteres taxonémicos

importantes en la diferenciacion de las especie B. napus y B. rapa.

Las plantas FT tuvieron hojas mas grandes (ancho, largo y superficie) que las plantas
de BN y BR. También el ciclo a floracién fue mas extenso que para BR y BN, siendo
BR las mas precoces (96 dias) y BN mas tardias (104 dias), pero sin diferenciarse
significativamente entre ellas. En cambio, el largo de las silicuas y el numero de
semillas llenas por silicua fue menor en los individuos FT que en BN y BR. Esto estaria
relacionado con el origen hibrido de estas plantas que ocasionaria problemas de

fecundacién y reduccién de la fertilidad.

El largo del rostro y la relacion rostro/valva en BR estuvieron comprendidos entre los
valores de 1,0 a 1,7 cm y 0,33 a 0,50 citados para B. rapa, y entre 0,8-1,0 cm y 0,14-
0,25 en BN, congruentes con los citados para B. napus (Mulligan, 1995). En las
plantas FT, el valor de la relacion rostro/valva fue intermedio entre las dos especies
(0,29), diferenciandose de ambas. Otro caracter taxondmico que fue intermedio en las

plantas FT fue la biomasa de las semillas que se ubicé en 1,44 mg sm™, mientras que
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en BR fue de 1,12 mg sm™y 3,50 mg sm™ en BN.

Un rasgo de interés que diferencié las poblaciones de BR de los otros grupos de
plantas fue la forma de raiz. En las plantas de BR se observd generalmente un
engrosamiento de este drgano vegetal, que le conferia una forma triangular, con la
base fuertemente engrosada y afinandose hacia el extremo. Este caracter se observo
con menor frecuencia en las plantas FT, que no se diferenciaron de BN, cuya raiz no

presentd engrosamiento.

El analisis discriminante diferenci6 los grupos BN, BR, TBR y FT (Figura 2.3). Sélo el
6% de los individuos FT fueron clasificados como BN, ninguno fue clasificado como
BR o TBR. El 15% de las plantas TBR fueron clasificadas como BR y el 12% de los
individuos BR se clasificaron como TBR, mostrando solapamiento y mayor variabilidad
entre estos dos grupos. El error de clasificacion de las accesiones de B. napus fue
cero, siendo todos los individuos clasificados como BN. Esto comprueba que si bien
las plantas FT son clasificadas de esta forma por la presencia de ciertos caracteres
gue las asemejan al cultivo B. napus, la caracterizacion real las separa tanto de BR
como de BN. Por lo tanto, las plantas FT serian producto de la hibridacién

interespecifica entre las dos especies y no de contaminacion fisica de semilla.

Tabla 2.4: Proporcion de plantas fuera de tipo (FT) observadas en los distintos

ensayos de caracterizaciéon morfologica. Entre paréntesis el nimero total de plantas

evaluadas.
Accesion Proporcion de plantas fuera de tipo
2013 2014 2015
BAL 22,9% (35) 31,0% (34) 8,0% (100)
AZU 11,4% (35) 12,0% (25) 7,5% (106)
PIE 17,1% (35) 26,5% (34) 8,7% (103)
ENE - 44,1% (34) 18,5% (92)
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Tabla 2.5: Caracterizacion morfolégica de la progenie de poblaciones naturales de

Brassica rapa (BR), variedades y poblaciones ferales de B. napus (BN), y plantas de

poblaciones de B. rapa en contacto con cultivos de B. napus, clasificadas como
normales (TBR) o fuera de tipo (FT).

Caracteres BR TBR FT gy  caracter
enFT

Ancho cotiled6n (cm) 1,8b 1,8b 23a -

Altura de planta (cm) 78,8 b 84,2 b 116,7 a 111,7 a C
Ramificaciones principales (n) 98b 10,0 b 12,1 a 12,0 a C
Ancho hoja inferior (cm) 99b 97b 129 a 99b T+
Largo hoja inferior (cm) 204 Db 197b 33,3a 209D T+
Tamario hoja inferior (cm?) 2208b 204,0b 449,7a 2233Db T+
Largo peciolo inferior (cm) 4,1 ab 34Db 49 a 44 a C
Color hoja inferior 20b 21b 51a 7,0a C
Pubescencia hoja inferior 42 a 47 a 1,1b 00c [

Tricomas hoja inferior 0,8a 0,7a 0,1b 0,0b C
Margenes hoja superior 0,0b 0,1b 0,4b 2,0a |

Color pétalos 30a 30a 21Db 20Db C
Largo pétalos (mm) 99c 106 Db 12,7 a 126 a C
Disposicion pimpollos 10b 11b 29a 30a C
Silicuas inflorescencia ppal (n) 35,6 b 41,1 ab 47,9 a 43,3 a C
Disposicion silicuas 3,0b 3,0b 4,0a 4,0a C
Largo silicua (cm) 48D 48D 36¢C 57a T-
Ancho silicua (cm) 0,4 ab 0,4 ab 0,3b 0,4 a S
Largo rostro (cm) 1,3a 14a 0,8b 10Db C
Relacién rostro/valva 0,37 a 0,41 a 0,29 b 0,22 ¢ [

Semillas por silicua (n) 195a 20,1a 7,3b 18,0 a T-
Biomasa semilla (mg sm™) 1,12c 0,99c 1,44 b 3,50 a I

Forma raiz l16a 12b 13b 10b C
Dias a floracién 955b 93,3b 1243a 1035b T+

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas para p <0,05.
*I: intermedio, C: cultivado (Brassica napus), S: silvestre (Brassica rapa), T.

transgresivo.
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Figura 2.3: Andlisis discriminante de la progenie de poblaciones naturales de Brassica
rapa (BR), variedades y poblaciones ferales de B. napus (BN), y plantas de
poblaciones de B. rapa en contacto con cultivos de B. napus, clasificadas como

normales (TBR) o fuera de tipo (FT). Elipses alrededor de los grupos indican el 99% de
confianza.

Eje Candnico 2 (2,69%)

-10 -3 3 2] 16
Eje Candnico 1 (96,87 %)

BR ‘ BN ‘TBR ‘ FT
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Viabilidad del polen

La totalidad de las plantas FT presentaron viabilidad del polen reducida, de entre 60 y
73%. En cambio, el polen de las plantas normales (TBR) de las poblaciones con
evidencias de flujo génico fue totalmente viable. De igual forma, los controles de B.
rapay B. napus presentaron 100% de viabilidad del polen (Tabla 2.6). Los valores mas

extremos de reduccion de viabilidad del polen en plantas FT estuvo cercano al 30%.

Tabla 2.6: Viabilidad del polen de la progenie de poblaciones de Brassica rapa en
contacto con cultivos de B. napus, clasificadas como normales (TBR) o fuera de tipo
(FT), de poblaciones naturales de B. rapa (BR), y de una variedad de B. napus (BNC).

Viabilidad del polen

Accesion
TBR FT
BAL 100,0 £ 0,0 68,6 £ 4,4 (29,0-92,7)
AZU 100,0 £ 0,0 60,9 + 3,2 (31,9-85,6)
PIE 100,0 £ 0,0 73,2+2,1(41,8-87,1)
ENE 100,0 + 0,0 61,1 + 1,6 (33,8-81,0)
BNC 100,0 £ 0,0
BR 100,0 £ 0,0
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Citometria de flujo

De 14 individuos FT analizados mediante citometria de flujo, 10 fueron confirmados
como hibridos de primera generacién (F1). Estos individuos pertenecian a tres
poblaciones distintas de B. rapa (BAL, PIE y AZU), colectadas en situacion simpatrica
con el cultivo de colza (B. napus). Los resultados de las restantes plantas no fueron
conclusivos debido a la mala calidad del ADN de las muestras. Los picos de ADN
diferenciaron claramente las especies puras utilizadas como control y las plantas FT
(Figura 2.4). Las muestras de los individuos FT mostraron picos intermedios entre B.
napus (2n=38, AACC) y B. rapa (2n=20, AA).

Figura 2.4: Contenido relativo de ADN en dos plantas FT de Brassica rapa, una de la

poblacién PIE (izq) y otra de BAL (der), determinada mediante citometria de flujo.
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Respuesta al imazetapir

En la evaluacién de la segunda generacién (G2) luego del contacto con Nexera 8450
se observd que las dos accesiones de R. sativus fueron muy afectadas por el
imazetapir aplicado al doble de la dosis comercial (2X), de un modo similar al
observado en la poblacién de B. rapa sin contacto con colza (JUA). La supervivencia
de estas accesiones fue nula (Tabla 2.7). La efectividad de las condiciones de

aplicacion pudo constatarse en el control susceptible de colza cv. Nexera 1700 (BNC).

La G2 de BAL mostré un nivel de resistencia a la aplicacién de imazetapir en doble
dosis cercano al 30% de supervivencia. Este valor fue estadisticamente distinto al
control resistente (BNR), cuya supervivencia fue del 100%, y también se diferenci6 de

los controles susceptibles (BNC y JUA) y de las accesiones de R. sativus (Tabla 2.7).

Las dos generaciones de la poblacion BAL presentaron plantas resistentes a todos los
principios activos evaluados, correspondientes a las cinco familias de herbicidas
inhibidores de la enzima AHAS (Tabla 2.8). Los niveles de resistencia general de la
poblaciéon fueron bajos, entre 3 y 25%, en algunos tratamientos sin diferenciarse
significativamente del control susceptible JUA. Tampoco se observaron diferencias

significativas entres las dos generaciones de BAL evaluadas.

Tabla 2.7: Respuesta a la aplicacion de imazetapir a doble dosis comercial, en la
segunda generacion (G2; n=4470-9336) de malezas brasicaceas originadas bajo
condiciones naturales de floracién simultanea con colza (Brassica napus) cv. Nexera
8450.

Especie Accesion Supervivencia
BNR 100,0+£0,0 a
B. napus
BNC 0,0+0,0c
BAL 28,1+57b
B. rapa
JUA 0,0+0,0c
PRI 0,0+x0,0c
R. sativus
SDV 0,0+0,0c

Dentro de la columna las medias con la misma letra no difieren segun prueba de Tukey
(p <0,05).
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Tabla 2.8: Respuesta a la aplicacién de doble dosis de distintos herbicidas inhibidores
de la enzima AHAS de plantas de la accesion BAL de Brassica rapa en dos
generaciones posteriores a la floracion coincidente con colza (Brassica napus) cv.
Nexera 8450.

Principio activo JUA BAL G1 BAL G2
Imazapir 0,0+£0,0 9,1+5,8 50+£29
Clorimuron 00+0,0b 219+7,2ab 250+78a
Diclosulam 0,0+£0,0 26,9+11,3 16,9+4,9
Flucarbazone 0,0£0,0Db 10,8+ 0,8 a 6,3+3,0ab
Bispiribac 0,0+£0,0 8,8+3,2 31+24

Dentro de cada fila, las medias con la misma letra no difieren segun prueba de Tukey
(p <0,05).

Fenotipo de las plantas resistentes

Las plantas FT de la accesion BAL, sobrevivientes a la aplicacién de imazetapir, se
distinguieron por su morfologia de la accesién de B. rapa JUA (Tabla 2.9). Ademas,
algunas caracteristicas diferenciaron estas plantas también del cultivar de B. napus

BNR, como el largo de silicua, que fue menor en las plantas FT.

El color de las hojas, el grado de abrazamiento de las hojas del estrato superior y la
disposicién de los pimpollos de las plantas FT no se diferenciaron de B. napus. La
relacion rostro/valva fue intermedia entre las dos especies consideradas.
Adicionalmente, el elevado grado de aborto de ramas fructiferas y mortandad
observada en estas plantas indicarian que se trataba de plantas anormales. Las
plantas FT mostraron durante su crecimiento mortandad de ramas reproductivas y

aborto de frutos.

Por su parte, un grupo de plantas sobrevivientes a la aplicacién de imazetapir en la
poblacion BAL presenté una morfologia similar a la de la poblacién control de B. rapa
JUA. Estas plantas (TBR) no se diferenciaron de JUA en caracteres morfolégicos
distintivos como color de hoja, pubescencia, abrazamiento de las hojas superiores,

color de pétalos y disposicion de pimpollos, relacién rostro/valva y biomasa de semilla.
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Tabla 2.9: Caracterizacibn morfologica de la progenie de una poblacion natural de
Brassica rapa (JUA), una variedad de B. napus IMI resistente (BNR) y plantas de una
poblacion de B. rapa (BAL) que estuvo en contacto con un lote cultivado con colza (B.
napus) cv. Nexera 8450. Las plantas de la accesion BAL resistieron la aplicacion de
imazetapir a doble dosis comercial y fueron clasificadas como normales (TBR) o fuera
de tipo (FT).

BAL
Descriptores JUA BNR
TBR FT

Altura de planta (cm) 67,6 a 47,6 b 55,1 ab 70,4 a
Ramificaciones principales (n) 3,6a 2,5ab 1,3 bc 11c
Ancho hoja inferior (cm) 4,8 a 29b 2,3b 32b
Largo hoja inferior (cm) 10,7 a 6,9 bc 57c 9,5ab
Tamario hoja inferior (cm?) 53,8 a 25,7b 14,2 b 31,4 ab
Color hoja inferior 20b 20b 39a 7,0a
Pubescencia hoja inferior 2,1la 1,1ab 0,0b 0,0b
Abrazamiento hoja superior 20a 19a 10b 10b
Color pétalos 3,0a 3,0a 24b 20Db
Largo pétalos (mm) 11,3 ab 9,8b 12,3 a 129a
Disposicion pimpollos 10b 10b 28a 3a
Largo silicua (cm) 56a 45Db 3,7b 6,5a
Largo rostro (cm) 2,1la 16b 10c 12c
Relacion rostro/valva 0,60 a 0,59 a 0,39b 0,24 c
Disposicion silicuas 3,0b 3,1b 3,8a 4,0a
Semillas por silicua (n) 11,2 b 10,8 b 54b 185a
Biomasa semilla(mg sm™) 2,52b 2,17 b 3,42 a 3,46 a
Dias a floracion 139,0 c 154,3 b 172,1a 1713 a

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas para p <0,05.
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Figura 2.5: Detalle de una hoja de la poblacion de Brassica rapa BAL dos
generaciones después del contacto con Nexera 8450 (arriba izquierda). Arriba a la
derecha se muestra la hoja de la poblacién de B. rapa JUA. Abajo a la izquierda, la
morfologia de las plantas FT que se observaron en BAL, en comparacién una hoja de

B. napus cv. Nexera 8450 (abajo derecha).

B. rapa BAL-FT B. napus BNR

78



DISCUSION

Las poblaciones de B. rapa colectadas en cercanias de cultivos de colza B. napus
presentaron plantas que pudieron caracterizarse morfolégicamente como fuera de tipo
y que evidenciaron la hibridacién entre ambas especies. Estas plantas fuera de tipo
presentaron varios caracteres similares al parental B. napus, otros caracteres fueron
intermedios entre las dos especies y un par de caracteres fueron transgresivos, como
se ha observado en otras especies (Rieseberg y Carney, 1998). La proporciéon de
plantas FT encontradas en las poblaciones de B. rapa (que vari6 entre 8 y 44%, segun
las condiciones de ensayo y la accesion), fue similar a los valores de hibridacién entre
ambas especies encontrado en condiciones naturales (Jgrgensen y Andersen, 1994;
Halfhill et al., 2002; Warwick et al., 2003).

La produccién de silicuas y semillas fue notablemente menor en las plantas FT. Las
cruzas interespecificas suelen resultar en progenie que exhibe una reducida fertilidad y
las semillas producidas son generalmente mas pequefias que el promedio de la colza
cultivada (Liu et al., 2013). Sin embargo, Bing et al. (1996) y Wei y Darmency (2008)
han encontrado que hibridos entre B. napus y B. rapa poseen semilla de tamafios
variables. Esto fue observado en las plantas FT de todas las poblaciones estudiadas,
cuya biomasa de semilla presentd valores intermedios entre B. napus y B. rapa. Si
bien las dos especies de Brassica estan cercanamente relacionadas y comparten un
juego de cromosomas, las cruzas interespecificas suelen resultar en progenie que
exhibe reducida fertilidad. Esto se debe principalmente a fallas en el desarrollo del
endosperma, caracterizadas por la presencia de nucleos y nucléolos alargados. Esta
es la causa principal del aborto temprano de embriones y el desarrollo de semillas

vacias o poco llenas (Brown y Brown, 1996).

En la primera generacidon de cruzamientos controlados entre B. rapa y variedades
comerciales de B. napus, Hansen et al. (2001), hallaron elevada homogeneidad,
signos de heterosis y predominio de la morfologia de B. napus. Con el avance
generacional se observé la aparicion del fenotipo de B. napus, B. rapa y plantas con
morfologia transgresiva, muy pubescentes y aberraciones reproductivas. Estas
mismas caracteristicas fueron observadas en individuos de una poblacién natural
mixta, de comprobada hibridaciéon e introgresién, donde se hallaron plantas con
caracteres aberrantes y, notablemente, muchos individuos de morfologia tipica de B.

rapa, pero con hojas cerosas de color verde-azuladas (glaucas) tipicas de B. napus.
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La viabilidad del polen en todas las plantas FT fue reducida, menor al 70% en
promedio, con valores tan bajos como 30% en algunos individuos. Esta baja fertilidad
masculina en plantas FT se condice con la observada en hibridos entre B. napus y B.
rapa (Hauser et al., 1998; Pertl et al., 2002; Warwick et al., 2003; Allainguillaume et al.,
2006). Esto confirmaria que los individuos FT observados en las cuatro poblaciones de
B. rapa estudiadas serian producto de la hibridacion entre las dos especies. También

explicaria la baja produccion de silicuas y semillas en estas plantas.

Estos resultados fueron confirmados por el estudio de citometria de flujo, que
comprob6 que la mayor parte de las plantas caracterizadas morfolégicamente como
fuera de tipo presentaban valores de ADN intermedios entre las dos especies. La
efectividad de este método para la deteccién de hibridos entre B. napus y B. rapa ha
sido probada en numerosas ocasiones (Wilkinson et al., 2000; Leflon et al., 2006;
Allainguillaume et al., 2006; Aono et al., 2011).

Bajo las condiciones en que se evalud la respuesta al imazetapir en dos generaciones
siguientes al contacto con colza cv. Nexera 8450, la accesion BAL presentd plantas
con resistencia a altas dosis el herbicida imazetapir (2X). Esta resistencia, si bien fue
baja en forma general (entre el 10 y el 30%), confirmd que la resistencia a herbicidas
puede pasarse del cultivo a la maleza emparentada. Las plantas que resistieron la
aplicacion del herbicida presentaron una morfologia variable, encontrandose plantas
similares al parental B. rapa, como otras FT. Esto implicaria que los niveles de
hibridacion serian mayores de los que pueden detectarse sélo con la identificacion
morfolégica de individuos FT. Algunos individuos hibridos presentarian una morfologia
similar a B. rapa que los harian indistinguibles de la poblacion silvestre. Esto ha sido
observado en otros estudios, algunos afirmando que la totalidad de los hibridos
presentan morfologia similar a B. rapa (Warwick et al., 2003). Otros estudios han
encontrado caracteres intermedios en los hibridos e incluso aberraciones (Hansen et
al., 2001; Aono et al., 2011).

La presencia de plantas resistentes a las cinco familias AHAS evidenciaria el flujo con
la variedad de colza Nexera 8450, IMI resistente. De acuerdo a Tan et al. (2005), todas
las variedades de colza con resistencia a imidazolinonas presentan la mutacion
Trp574Leu en el gen de la enzima AHAS. Esta mutacion, presente en el genoma A
compartido por B. napus y B. rapa, confiere resistencia a las 5 familias quimicas de

herbicidas inhibidores de la enzima AHAS.
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Por otra parte se observd un leve aumento de la resistencia entre las dos
generaciones de la accesion BAL para algunos herbicidas. En el avance generacional
realizado bajo condiciones de aislamiento en el campo experimental, se observaron
cambios en la uniformidad fenotipica dentro de la accesion, con la presencia de
plantas FT, y una proporcién de plantas que no florecieron. Dado que esta generacion
se cultivo utilizando una fecha de siembra primaveral, la falta de induccion pudo
deberse al incumplimiento de requerimientos de vernalizacion. En el estado de roseta
las plantas que no se indujeron poseian rasgos de B. napus, como el color de sus
hojas, que eran glaucas. Debido a que la accesion BAL fue colectada en cercanias de
dos cultivares de colza, uno con resistencia a herbicidas imidazolinonas (Nexera 8450)
y otro convencional, de ciclo invernal (Gospel), esta fraccion de plantas sin inducir
podrian ser hibridos con ese cultivar invernal. Al no alcanzar los requerimientos de
vernalizacién y no florecer, estas plantas no aportaron polen para la generaciéon de la
G2. Por su parte, la fraccion de plantas inducidas tampoco mostré una absoluta
concordancia con los descriptores de B. rapa, dado que también presentaron plantas
FT, probablemente producto de la hibridacion con el cultivar de colza primaveral con

resistencia a herbicidas.

Las poblaciones de nabon (Raphanus sativus) mostraron una consistente uniformidad
fenotipica en las tres generaciones observadas. En las dos accesiones evaluadas se
constatd elevada susceptibilidad al herbicida en las dos generaciones luego del
contacto con Nexera 8450, y fueron muy afectadas por la aplicacion de imazetapir a

doble dosis comercial.

Como consecuencia de lo antedicho emerge que el riesgo de flujo génico entre el
cultivo de colza (B. napus) y el nabo silvestre (B. rapa), y la posible transferencia de la
resistencia a herbicidas a esta maleza es altamente probable. La presencia de plantas
hibridas en las cuatro poblaciones de B. rapa evaluadas fue confirmada mediante
distintos métodos (morfologia, fertilidad masculina, contenido de ADN, resistencia a
herbicidas). El riesgo de impacto ambiental inherente al empleo de variedades de
colza con resistencia a herbicidas es real, aunque la baja fertilidad de los hibridos

podria atenuar el efecto y reducir la dispersién de estos biotipos.

Todos los cultivares de colza disponibles en Argentina pertenecen a la especie B.
napus y el cultivo de variedades transgénicas esta prohibido. No obstante, desde hace

un par de afos se comercializan lineas no transgénicas con resistencia a herbicidas
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imidazolinonas (CL) (INASE, 2015). El riesgo ambiental no es distinto en cultivos
genéticamente modificados que en cultivos obtenidos por mejoramiento convencional
(Senior y Bavage, 2003). Esta situacion y el riesgo comprobado de flujo génico con la
maleza B. rapa requiere un uso responsable de estas variedades, de los herbicidas

empleados y del sistema de produccion.
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Capitulo 3: CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A HERBICIDAS
INHIBIDORES DE LA ENZIMA AHAS EN BIOTIPOS MALEZA DE Raphanus

sativus

El rabano o rabanito (Raphanus sativus L.) es una especie herbacea, dicotiledonea,
anual u ocasionalmente bienal, usualmente cultivada por sus raices comestibles. Es
una especie autoincompatible de polinizacion cruzada obligada, generalmente

entomdfila (Hernandez Bermejo, 1993; Snow y Campbell, 2005; Kaneko et al., 2011).

El género Raphanus comprende dos especies basicas: R. sativus engloba todas las
formas boténicas cultivadas mientras que R. raphanistrum L. es el antecesor silvestre,
gue crece en forma natural en diversas regiones del planeta. Ambas especies son
diploides, con nueve pares de cromosomas y pueden hibridarse entre si (Warwick y
Anderson, 1999).

Raphanus sativus no ha sido hallado en estado silvestre. Se considera que es el
producto de la domesticacion de R. raphanistrum (Gémez-Campo y Prakash, 1999;
Warwick, 2011). Esta ultima es una de las malezas mas agresivas a nivel mundial,
reportada en mas de 45 cultivos en al menos 65 paises (Blackshow et al., 2002; Snow
y Campbell, 2005; Warwick y Francis, 2005). Nativa de las costas del Mediterraneo
(Europa, el Oriente Medio y el norte de Africa), se encuentra naturalizada en regiones
templadas de los dos hemisferios (Warwick y Francis, 2005). La presencia de R.
raphanistrum como maleza en la Argentina ha sido documentada por diversas fuentes
(Parodi, 1964; Boelcke, 1967; Marzocca et al., 1976; Martinez-Laborde, 1999), como

una especie adventicia rara.

Se considera que las poblaciones de R. sativus que crecen en forma natural
corresponden a formas endo o exoferales derivadas del biotipo domesticado por
escapes del cultivo. El nabén es una especie invasora muy perjudicial en zonas
templadas de Sudamérica, incluyendo Argentina, Brasil, Paraguay, Uruguay, Chile,
México y Estados Unidos (Panetsos y Baker, 1967; Snow y Campbell, 2005; Theisen,
2008; Kaneko et al., 2011). Poblaciones ferales de R. sativus han sido descriptas

también en Europa y Asia oriental (Herndndez Bermejo, 1993; Kaneko et al., 2011).

En Argentina, R. sativus es una maleza muy comun de cultivos de cereales,
oleaginosas y horticolas de la region pampeana, reconocida desde la década de 1930

(Ibarra, 1937). Se encuentra presente como adventicia en 20 provincias (siendo
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excepciones las provincias de Santiago del Estero, Formosa y Chaco) (Martinez-
Laborde, 1999) y en el sudeste de la provincia de Buenos Aires, se encuentra
particularmente presente hallandose como maleza en casi la mitad de los cultivos de
trigo relevados en el sur de la provincia de Buenos Aires, entre 2004 y 2005 (Scursoni
et al., 2014). La interferencia de R. sativus en soja fue evaluada en Brasil, y se
demostré que la presencia de entre 42 y 50 plantas m™? provocd una caida del

rendimiento cercana al 15% (Fleck et al., 2006; Bianchi et al., 2011).

El nabon crece principalmente en habitats disturbados, como los margenes de los
caminos, y en suelos agricolas. Es una maleza anual que se propaga por semilla, con
una raiz pivotante gruesa blanquecina o a veces coloreada. Su ciclo es invernal, con
nacimientos concentrados en mayo, y florece y fructifica desde primavera hasta
principios del otofio. Las semillas del nabén aparecen como impurezas de los granos
de cereales y oleaginosas (Parodi, 1964; Boelcke, 1967; Marzocca et al., 1976). Con
base en observaciones propias, hemos podido comprobar que si las condiciones son
favorables, puede desarrollar un ciclo estival con plantulas naciendo durante la
primavera y principios del verano y floreciendo en otofio. Esto ha sido observado
también por algunos autores para R. raphanistrum. Al igual que R. sativus, esta
especie es descripta como anual de ciclo otofio-invernal, pero ha sido comprobada su
emergencia tanto en otofo-invierno como en primavera-verano, actuando como una

especie facultativa (Mekenian y Willemsen, 1975; Malik, 2009).

En distintas regiones del planeta las dos especies de Raphanus han desarrollado
resistencia a herbicidas. Se han hallado biotipos de R. raphanistrum con resistencia
cruzada a distintos herbicidas inhibidores de la enzima acetohidroxiacido sintasa
(AHAS) en Australia, Sudafrica y Brasil, y con resistencia multiple a herbicidas de
distinto modo de accion (incluyendo inhibidores AHAS, hormonales, inhibidores de la
enzima PDS e inhibidores del fotosistema Il), también en Australia (Walsh et al., 2001;
Hashem et al., 2001; Smit y Cairns, 2001; Walsh et al., 2004; Costa y Rizzardi, 2014).
Recientemente se ha sumado en esta especie la resistencia a glifosato (Ashworth et
al., 2014).

En nuestro continente, Theisen (2008) confirmd la existencia de un biotipo de R.
sativus resistente a herbicidas en el sur de Brasil. En esa regién, donde predomina el
sistema de labranza cero, se impulso el empleo de cultivos de cobertura para mejorar

la eficiencia del sistema. En particular el nabo forrajero (R. sativus var. oleiferus) se
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difundié con ese propésito. Con el tiempo, comenzaron a aparecer plantas voluntarias
gue se dispersaron y formaron poblaciones ferales de R. sativus que reemplazaron a
las de R. raphanistrum. A partir de 2001, algunas de estas poblaciones ferales
comenzaron a escapar al control quimico, hasta comprobarse la existencia de
resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima AHAS (metsulfuron, clorimurén,
cloransulam e imazetapir). En 2011, un caso similar fue denunciado en Chile (Heap,
2015).

La enzima AHAS, también conocida como ALS, es la primera enzima comun en la
biosintesis de los aminoacidos ramificados valina, leucina e isoleucina. Cinco familias
guimicas de herbicidas actian inhibiendo la AHAS: las sulfonilureas (SU),
imidazolinonas (IMI), triazolpirimidinas (TRP), sulfonilamino-carboniltriazolinonas
(SCT) y pirimidiniltio-benzoatos (PTB). Los herbicidas inhibidores de la AHAS son
usados globalmente debido a su baja dosis de aplicacion, baja toxicidad, bajo impacto
ambiental, selectividad, alta efectividad y residualidad (Duggleby y Pang, 2000; Tan y
Medd, 2002; Duggleby et al., 2008).

Las malezas resistentes a este tipo de herbicidas han sido seleccionadas por el uso
repetido y prolongado de los mismos, en cultivos de cereales, soja, arroz, forestales, y
en las banquinas de carreteras, caminos secundarios, vias de ferrocarril (Heap, 1997).
La resistencia a estos compuestos fue denunciada por primera vez en 1987 en una
poblacion de lechuga silvestre en 1987, sélo 5 afios tras la introduccion de la primer
SU (Primiani et al., 1990). Desde ese momento, ha habido un crecimiento sostenido en
el nimero de malezas resistente a AHAS que a nivel mundial supera las diez docenas
de casos. En la actualidad se conocen mas de 150 especies de malezas resistentes a
herbicidas inhibidores de la AHAS, mas que a cualquier otro grupo de herbicidas
(Heap, 2015).

Estas malezas resistentes poseen variantes de la AHAS con baja afinidad a los
herbicidas, conferida por una o varias mutaciones puntuales en el gen que codifica la
enzima, y mantienen la produccion de los aminoacidos mencionados aun en presencia
del activo (Holt et al., 1993; Tan y Medd, 2002; Yu et al., 2003). A la fecha se conocen
26 sustituciones de aminoéacidos en 8 sitios del gen de la enzima AHAS que confieren
resistencia a herbicidas en malezas. Estos son Alal22, Prol97, Ala205, Asp376,
Arg377, Trp574, Ser653 y Gly654 (numeracién de los aminoacidos basada en la

secuencia de la AHAS de Arabidopsis thaliana L.), cuatro de ellos (subrayados)
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identificados en biotipos de R. raphanistrum (Tranel y Wright, 2002; Tan y Medd, 2002;
Yu et al., 2012; Yu y Powles, 2014; Tranel et al., 2015).

El conocimiento de los factores internos y externos que posibilitan la aparicion de
resistencia permite disefiar medidas para mitigar el incremento de biotipos nocivos. Se
recomienda que las medidas de manejo reduzcan la presion de seleccién y que los
herbicidas actlen sobre distintos sitios de accién, aunque esto podria no ser suficiente
en el caso de malezas con resistencia multiple. Se requiere un manejo integrado
incluyendo técnicas de control no quimicas, monitoreos y estudios de la dinamica
poblacional a campo, para comprender los factores que determinan la tasa evolutiva,
especialmente la eficiencia reproductiva y el flujo génico (Holt et al., 1993; Prather et
al., 2000; Walsh y Powles, 2007).

La probabilidad de emergencia de malezas con resistencia cruzada a varios herbicidas
aumenta en los ambientes donde se emplean principios activos con el mismo sitio de
accion. Este es el caso de los herbicidas SU e IMI, que actian sobre la AHAS (Tan et
al., 2005). El metsulfurén es un herbicida SU de muy bajo costo que se utiliza en el
pais desde hace mas de una década, al igual que el imazapir, que es una IMI
intensamente utilizada para soja antes que irrumpiera en el mercado la variante RR,
con resistencia transgénica a glifosato (Leguizamén, 2009). En nuestro pais, el empleo
masivo de herbicidas con el mismo sitio de accién podria propiciar la emergencia de

biotipos resistentes.

En la actualidad, el metsulfurén es el herbicida residual mas utilizado para el control
temprano de malezas en trigo (Leguizamdn, 2009). Las sulfonilureas muestran un
amplio rango de persistencia en el suelo, dependiendo del pH, la temperatura y la
composicion edafica. La vida media del metsulfurén en el suelo ha sido calculada entre
20 y 80 dias (Walker et al.,, 1989; James et al, 1995; Rouchaud et al., 1999),
inicialmente concentrada en los primeros 2 cm del suelo, y descendiendo
progresivamente hasta los 10 cm. Estos datos fueron corroborados para las
condiciones argentinas por Bedmar et al. (2006), quienes encontraron persistencias de
entre 38 y 51 dias para suelos de Balcarce, cercanos a donde fueron halladas
poblaciones de nabdn resistentes. Esta degradacion progresiva del metsulfurén en el
suelo coincide con los nacimientos tardios de nabdn a fines de primavera y principios
del verano, observados tanto en ambientes ruderales como en cultivos avanzados de

cereales.
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El girasol (Helianthus annuus L.) es un cultivo oleaginoso tradicional en Argentina, con
un area sembrada promedio en la ultima década de 2 millones de ha y una importante
participacién en el mercado internacional (De la Vega et al., 2007; FAOSTAT, 2015)
Las malezas son una de las limitaciones mas importantes para la produccién de
girasol, teniendo en cuenta que la disponibilidad de herbicidas selectivos es reducida,
en especial en sistemas de labranza cero. Los herbicidas post-emergentes disponibles
para girasol son en su mayoria graminicidas para el control de especies
monocotiledoneas. El desarrollo de hibridos de girasol con resistencia a herbicidas
imidazolinonas permiti6 ampliar el control de malezas, incluyendo especies
dicotiledéneas (Tan et al., 2005; Sala et al., 2012). Los cultivares de girasol resistentes
a herbicidas imidazolinonas son comercializados en el pais desde 2003, bajo la marca
comercial Clearfield, y esta tecnologia es actualmente utilizada en mas del 45% del

area sembrada con girasol (BASF, 2014).

En 2008, una poblacion de nabdn que resistié la aplicacién de imazapir fue hallada en
un campo del SE de la provincia de Buenos Aires, donde se habia cultivado una
variedad de colza-canola con resistencia a herbicidas IMI. Entre fines de 2010 y
principios de 2011 varios cultivos de girasol con resistencia a IMI de la misma regién
resultaron severamente invadidos por poblaciones de R. sativus, que no fueron
controladas por el imazapir. Los productores alertaron a técnicos de la empresa de
agroquimicos BASF Argentina S.A. de esta situacion. Dado que en Argentina la
tecnologia CL en girasol es relativamente nueva, la resistencia a IMI fue inesperada, y
ocasion6 un serio impacto econémico. Adicionalmente, estos episodios imprevistos de

falta de control del nab6n podrian afectar la validez de la técnica CL.

Los objetivos de este trabajo fueron caracterizar las poblaciones de nab6n (Raphanus
sp.) resistentes a herbicidas AHAS, evaluar las condiciones agroecologicas de su
emergencia y disefiar medidas de control alternativo. Se hipotetiza que los biotipos de
Raphanus sp. presentaran resistencia cruzada a distintas familias de herbicidas
inhibidores de la AHAS, que comparten el mismo sitio de accion, seleccionadas bajo
las condiciones de campo debido a aplicaciones reiteradas del mismo grupo de

herbicidas en los distintos cultivos de la rotacion.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y sitios de recoleccion

Durante 2008 se colectaron plantas de un pequefio grupo de R. sativus resistente a
herbicidas AHAS, consideradas la generacion inicial (GO) de la accesion BAL-1A
(Tabla 3.1). Estas plantas se hallaron finalizando la floracién dentro de un lote de colza
resistente a IMI que habia recibido una dosis comercial de imazetapir (n.c. Pivot),
ubicado en el SE de la provincia de Buenos Aires, en cercanias de la localidad de
Balcarce (Figura 3.1). En ese mismo momento se tomaron muestras de la poblacion
de R. sativus ubicada en el borde del alambrado del lote, que se consideré la GO de la
accesion BAL-1B. En la primavera siguiente se tomaron muestras de una poblacién de
R. sativus dentro del lote invadido, cultivado con trigo, y de las plantas del borde del
alambrado, consideradas las accesiones BAL-2A (dentro) y BAL-2B (fuera del lote). Lo
mismo se realiz6 dos afios después, pero sélo se recogieron semillas de plantas
dentro del lote (BAL-4).

Se realizaron observaciones de la flora del lote invadido y su entorno durante cuatro
primaveras sucesivas, mediante la escala semi-cuantitativa desarrollada por Domin-
Krajina (Mueller-Dombois y Ellenberg, 1974). Los registros histéricos del manejo
agricola del lote fueron provistos por los responsables técnicos del establecimiento

(Herrera Vega, com. pers.).

En 2010, dos accesiones de R. sativus de dificil control fueron halladas en lotes
cercanos a la localidad de Necochea (ERC y SJQ). Otra poblacién de R. sativus
resistente a herbicidas se encontr6 en 2011, formando una extensa poblacion dentro
de un cultivo de girasol CL, en un establecimiento de Pieres (PIE-A), partido de
Loberia (Buenos Aires). Estas poblaciones fueron reportadas a técnicos de la empresa
quimica BASF Argentina S.A., por los productores (Migasso y Sakima, com. pers.). La
semilla de las plantas de R. sativus colectadas dentro del lote dio origen a la accesion
denominada PIE-A. Se coseché semilla de las plantas que crecian en los sectores no

cultivados del lote, préximos al alambrado perimetral (PIE-B).

Como control susceptible se utilizo el biotipo SDV colectado en Sierra de la Ventana, al
SO de la provincia de Buenos Aires, en un sitio en el cual no se registraban
aplicaciones de herbicidas. Al momento de la toma de muestras, la poblacion del

biotipo SDV tenia un tamafio medio (n >300 plantas) y se extendia en la banquina de
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la ruta provincial 76.

Las semillas de todas las accesiones fueron separadas de las silicuas a mano o
mediante el uso de un mortero, con minimo dafo. Fueron limpiadas y almacenadas a

temperatura ambiente hasta su uso.

Se realizé la multiplicacion controlada de la accesion BAL-1A para originar la accesion
G1 denominada BAL-3. Para ello las plantas GO (n >300) se criaron en sustrato
profesional en base a turba (Grow Mix® Terrafertil) en bandejas plasticas con 200
celdas de 12 cm® Luego de un mes de cria los individuos fueron trasplantados al
campo experimental (Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur)
en el estado 1.2 a 1.3, segln la escala decimal propuesta por Madafiglio et al. (1999).
La G1 estuvo constituida por mas de 300 plantas y se mantuvo completamente aislada
de otros Raphanus mediante una malla para exclusién de insectos dispuesta en una
jaula de 10,0 m x 12,0 m x 2,8 m. Para favorecer la polinizacion, semanalmente se
liberaron dipteros polifagos en el interior de la jaula. La semilla cosechada sobre las

plantas G1 se almacend en condiciones similares a la GO.

Figura 3.1: Ubicacion geografica de las poblaciones de Raphanus sativus

caracterizadas en los distintos ensayos.
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Tabla 3.1: Detalle de las accesiones de Raphanus sativus utilizadas en los ensayos.

Cdédigo Origen Lugar de recoleccién Ao

BAL-1A Balcarce Establecimiento San Juan. Dentro de un cultivo 2008
de colza IMI resistente.

BAL-1B Balcarce Establecimiento San Juan. Borde de un cultivo 2008
de colza IMI resistente.

BAL-2A Balcarce Establecimiento San Juan. Dentro de un cultivo 2009

de trigo, siguiente a colza IMI resistente.
BAL-2B Balcarce Establecimiento San Juan. Borde de cultivo de 2009
trigo.
BAL-3 Balcarce Avance generacional de BAL-1A en jaula de 2010
exclusién de insectos en campo experimental.
BAL-4 Balcarce Establecimiento San Juan. Dentro de un cultivo 2011
de trigo.

ERC Necochea Establecimiento El Rinconcito. Dentro de un lote 2010
agricola en barbecho.

SJQ Necochea Establecimiento San Joaquin. Dentro de un lote 2010
agricola en barbecho.

PIE-A Pieres Establecimiento La Holandesa. Dentro de un 2011
cultivo de girasol CL.

PIE-B Pieres Establecimiento La Holandesa. Borde de un 2011
cultivo de girasol CL.

SDV Sierra de la Banquina de la RP 75 en un sector sin seleccién 2008

Ventana por herbicidas.
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Screening de la resistencia

Se evalué la respuesta a seis herbicidas de cuatro familias quimicas y tres sitios de
accion distintos en cinco accesiones de R. sativus (SDV, BAL-1A, ERC, SJQ y PIE-A).
Los herbicidas utilizados fueron dos IMI (imazetapir e imazamox), dos sulfonilureas
(metsulfurén e iodosulfurén), 2,4-D y glifosato. Como controles se utilizaron dos
variedades de colza-canola, una convencional (cv. Nexera 1700, de Dow Agrosciences
S.A)) (BNC) y otra con resistencia a IMI (cv. Nexera 8450) (BNR).

Las plantas se criaron en macetas de 15 cm de diametro, a razén de 10 individuos por
maceta, bajo condiciones controladas en invernadero con dos riegos diarios, en una
mezcla de suelo mas sustrato (75% suelo, 25% sustrato Grow Mix® Terrafertil).
Durante el desarrollo del ensayo se aplicé un fertilizante grado 5-3-3 (Chase LI 533) a
razén de 10 L ha' y aplicaciones periddicas de imidacloprid al 35% (Punto 35 Gleba,
SC, 0,5 mL ha).

La aplicacién de los herbicidas fue realizada a los 53 dias de la emergencia, a doble
dosis comercial, cuando las plantas estaban en el estado de roseta (1.3-1.4) mediante
un equipo experimental provisto con una pastilla Teejet 8004 EVB. Se trabaj6é a una
velocidad de 4 km h* con un caudal de 188,33 L ha y se utilizé tensioactivo no iénico
(Sandowett®, alquil aril poliglicol éter 50%) a razén de 0,25%. Luego de la aplicacion,

se excluyo el riego durante 24 h para evitar el lavado del principio activo.

La supervivencia se evalud cinco semanas después de la pulverizacion utilizando una
escala de dafio visual, de acuerdo al siguiente detalle: 1 = sin dafio, 2 = < 25% dafio, 3
= 26 - 75% dafo, 4 = > 75% dafio, 5 = muerte de plantas (adaptado de Moss et al.,
1999; Hashem et al., 2001). La respuesta fue expresada como porcentaje de
supervivencia y las accesiones se designaron resistentes si el 20% de los individuos
sobrevivian a la aplicacion del herbicida, como fue descripto por Moss et al. (1999).
Cada maceta fue considerada una unidad experimental. Se utilizé un disefio
completamente al azar con cuatro réplicas. Posteriormente, se cosechd el material

aéreo vivo y se lo secé en estufa a 40 °C hasta peso constante.

La supervivencia de plantas y la acumulacion de biomasa se calcularon como
porcentaje sobre el control sin tratamiento. La materia seca viva remanente también
fue expresada como porcentaje del control sin tratamiento. Los datos fueron

transformados por la Ecuacion 1 para el ANOVA con el paquete estadistico Infostat (Di
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Rienzo et al., 2015). Las medias se compararon empleando el test de Tukey.
y = arcsen (x + 0,5)¥? [Ecuacion 1]

Evaluacion de la resistencia a 5 familias de herbicidas inhibidores de la AHAS

Se evaluaron herbicidas de las cinco familias quimicas de inhibidores de la AHAS
(Tabla 3.2). El material vegetal evaluado comprendié las accesiones de PIE y BAL
colectadas en sucesivos afios, incluyendo aquellas halladas en los bordes de los lotes.
Las plantas fueron criadas en bandejas de 10 celdas de 15 mL a razén de dos plantas
por celda, con sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil). Las bandejas se mantuvieron
en invernadero a 20 + 5 °C, se regaron dos veces por dia y se fertilizaron con una

mezcla comercial liquida (Chase LI®, grade 5-3-3).

Los herbicidas fueron aplicados a doble dosis comercial (2X) al estado 1.3-1.4, usando
un equipo de aplicacién de presion constante equipado con pastillas de abanico plano
(TeeJet® 8001 EVB), a 1,45 km h™ y calibrado para aplicar 202 L ha™.

La supervivencia se evalu6é cuatro semanas después de la pulverizacién, de igual
forma que en los ensayos anteriores. Cada bandeja fue considerada una unidad

experimental. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas.

92



Tabla 3.2: Herbicidas (Mallory-Smith y Retzinger, 2003) utilizados en los ensayos de

resistencia y dosis comercial (X) del principio activo.

Nombre Formulacion Dosis

Familia quimica Principio activo .

comercial p.a. g ha

Imidazolinonas Imazapir Clearsol 304 g kg* 80,0
Imazetapir Pivot 700 g kg* 100,0

Imazamox Sweeper 700 g kg* 49,0

Sulfonilureas Metsulfurén-metil Genérico 600 g kg* 6,0

lodosulfurén Hussar 53 g kg™ 3,2

Clorimurén Backup 250 g kg* 15,0

Triazolpirimidinas Diclosulam Spider 840 g kg* 33,6
Flumetsulam Preside 120 g L*? 36,0

Sulfonilamino- _
o . Flucarbazone-sédico Everest 700 g kg™ 49,0
carboniltriazolinonas
Pirimidiniltio- o o _
Bispiribac-sodico Nominee 400 g L? 40,0
benzoatos
o Glifosato (Sal
Glicinas _ o Roundup 480 ¢g L™ 1440
isopropilamina)
Fenoxis 2,4-D (Sal) Genérico 602 g L™ 602

Dosis-respuesta

Se evalud la respuesta de las accesiones a un rango de dosis de imazetapir y
metsulfurén, correspondientes a 0, 1/25, 1/10, 1/5, 1/2, 1, 2, 5, 10 30 y 50 veces la
dosis comercial (100 g ha™ para imazetapir y 6 g ha' para metsulfurén-metil). Los
herbicidas se aplicaron a los 29 dias de la emergencia, cuando las plantas estaban en
el estado 1.4 a 1.6. Se utilizd un equipo para experimentacion provisto con una pastilla
Teejet 8004 VB XR. Se trabaj6 a una velocidad de 4,5 km h™* con un caudal de 183,7 L
ha' de agua mas tensioactivo no iénico (Sandowett®, alquil aril poliglicol éter 50%) al
0,25%. Luego de la aplicaciéon, se excluyé el riego durante 24 h para evitar el lavado

del principio activo.

Las plantas se criaron en invernadero con fotoperiodo natural, 20 + 5 °C y dos riegos
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diarios. El manejo de la nutricion mineral y sanidad de las plantas se realiz6 de la
misma forma que el ensayo de evaluacion general, mas nitrato de amonio a razon de
50 kg ha™. La supervivencia y la acumulacién de biomasa seca aérea se evaluaron a
los 27 dias del tratamiento, del mismo modo que en el ensayo de caracterizacion de la

resistencia. El ensayo de dosis-respuesta fue repetido en dos afios distintos.

Las datos fueron ajustados mediante regresiones no lineares a modelos log-logisticos
con tres parametros, Weibull tipo 1 y Weibull tipo 2 y se confeccionaron las curvas de
dosis-respuesta, utilizando el paquete drc (dose response curves) del programa
estadistico R 3.2.2 (R Core Team, 2015). Mediante esta técnica se estimaron los
valores de DLs, (dosis de herbicida requerida para matar el 50% de los individuos de
un biotipo) y GRs (dosis de herbicida requerida para reducir en un 50% la biomasa de
los individuos de un biotipo). El grado de resistencia de las poblaciones fue definido
mediante el célculo de un factor de resistencia dado por el cociente entre los valores

de DLso Y GRso de la poblacion resistente y los de la poblacién susceptible.
La ecuacion del modelo logistico utilizada fue:

Y=d/1+exp{b[log(x) —log(e)]} [Ecuacién 2]

La ecuacion del modelo Weibull tipo 1 utilizada fue:

Y =d (exp {-exp [b(log(x) — log(e))]}) [Ecuacién 3]

La ecuacion del modelo Weibull tipo 2 utilizada fue:

Y =d[1-exp (-exp {b [log(x) — log(e)]})] [Ecuacion 4]

donde Y es el porcentaje de supervivencia o la materia seca remanente, e representa
el punto de inflexion de la curva, d es el limite superior de la curva, b describe la
pendiente alrededor de e, y x (variable independiente) es la dosis de herbicida. El
limite inferior fue fijado en 0 (3 parametros), asumiendo que a altas dosis todas las

plantas mueren (Seefeldt et al., 1995; Nielsen et al., 2004; Knezevic et al., 2007).
Base molecular de la resistencia

Plantas de las accesiones resistentes BAL-1A, ERC, SJQ y PIE-A fueron criadas en
condiciones controladas de invernadero, como fue descripto en los ensayos de
resistencia. Se incluyé como controles la accesion susceptible SDV y dos poblaciones

mas de zonas sin seleccién con herbicidas (PRI y LPA). Se tomaron hojas jovenes de
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10 plantas de cada accesion y fueron secadas mediante silica gel, en bolsas plasticas
tipo ziploc. Las muestras fueron enviadas al laboratorio de DNA Landmarks en Canada

para su analisis molecular.

El ADN de los individuos fue extraido siguiendo el protocolo interno de DNA
Landmarks. La concentracion del ADN de las muestras fue medida mediante
fluorescencia de Hoescht, y la calidad de las muestras se evalué mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los primers WR122F y W653R (Yu et al., 2012)
fueron usados para amplificar la region del gen de la enzima AHAS que contiene todas
las potenciales mutaciones que confieren resistencia a herbicidas. El producto de
~1720 pbs obtenido por estos primers cubrio mas del 90% de la secuencia que
codifica la enzima AHAS en Arabidopsis thaliana L. y el 100% de la secuencia
codificante conservada en especies vegetales. El producto de PCR de ~1720 pbs fue
corrido en gel de agarosa, y las bandas de interés fueron purificadas usando el kit
Zymoclean y disueltas en 2X 8 pL de agua. Los productos purificados de la PCR
fueron analizados mediante el secuenciador Sanger en ABI3730xl. Los datos de la
secuencia bruta fueron ensamblados usando el software Staden Package Sequence, y
la secuencia fue alineada utilizando el software BioEdit. El gen de la enzima AHAS de
A. thaliana (AT3G48560; AY042819) usado como referencia para la alineacién y el de
R. raphanistrum (AJ344986), fueron tomados de NCBI.

Un marcador CAPS para la mutacion Trp574Leu fue evaluado en tres individuos
susceptibles (SDV) y tres resistentes (BAL-1A). Los primers usados fueron WA574F y
WAB53R (Yu et al.,, 2012). Una alicuota de 1uL del producto de la PCR de cada
muestra fue inicialmente comprobado en gel de agarosa al 1%. Luego los productos
de la PCR fueron digeridos con la enzima de restriccion Mfel, y los productos digeridos
fueron analizados en gel de agarosa al 2%. Los productos de 504 pbs de la PCR,
amplificados usando los primers WA574F y WAG653R, fueron secuenciados para
confirmar los resultados del marcador CAPS. Los productos amplificados por la PCR
fueron analizados mediante el secuenciador Sanger. Las secuencias obtenidas fueron

alineadas usando el software Staden Package Sequence.

Interferencia a campo

La evaluacion se realiz6 en el sitio donde fue hallada la accesion PIE-A, en el partido
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de Loberia (Buenos Aires) dentro de un cultivo de girasol Clearfield®, que presentaba
sectores invadidos por R. sativus, que habia sobrevivido a la aplicacion de imazapir.
La interferencia sobre el cultivo fue estimada cuando el girasol habia superado la
madurez fisioldgica y estaba préximo a madurez comercial. Se delimitaron &reas con
niveles de invasion contrastante para estimar los parametros reproductivos de la
maleza y se demarcaron parcelas de 1 m? (n=33) ubicadas al azar sobre una transecta
de 400 m. Se evalu6 la densidad del cultivo, de la maleza y se estimé la cobertura
mediante un sistema semi-cuantitativo. Sobre el cultivo se determind el diametro de
capitulo, el nUmero, peso y biomasa de los granos y se estimo6 el rendimiento por
unidad de superficie (rendimiento = plantas m? X peso granos planta®). Se realizé
andlisis de componentes principales (ACP) y regresion lineal mediante el software

estadistico Infostat.

Control quimico con herbicidas alternativos

Se exploré la utiidad de nueve herbicidas alternativos para el control de las
poblaciones resistentes (Tabla 3.3). Los herbicidas utilizados comprendieron activos
recomendados para el cultivo de girasol, con modos de accién y espectro de control
diferentes al de las IMI. Los herbicidas pre-emergentes se evaluaron en macetas de 15
cm de diametro rellenas con el suelo del habitat natural de la accesion (5,82% MO; pH
5,7; 33,4 ppm Pe; textura franca), en las que se sembraron 25 semillas por unidad
experimental. Los herbicidas post-emergentes se aplicaron en diez plantas criadas en
macetas del mismo tamafio rellenas con una mezcla que contenia 75% de suelo y

25% de sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil).

Se aplic6 la dosis recomendada (X) usando un equipo de CO; a presién constante,
con pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001 EVB), velocidad de 1,54 km h* y caudal
de 185 L ha'. En el caso de los pre-emergentes, la aplicacién fue realizada
inmediatamente tras la siembra de las semillas en las macetas. Estas fueron regadas
inmediatamente antes y después de la aplicacion, evitando percolacion. Luego se
excluyo el riego por 24 hs. De esta forma se propicid la incorporacion de los activos
pero evitando que sean lavados. La aplicacion de herbicidas post-emergentes fue
realizada al estado 1.3-1.4, 21 dias tras la emergencia de las plantas. La supervivencia
de las plantas se evalu6 35 dias después del tratamiento y los datos se expresaron
como porcentaje del control sin herbicida, de la misma forma que en los ensayos de

resistencia. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas. Analisis de
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ANOVA y comparacion de medias (test Tukey) fueron realizados con el software

Infostat.

Tabla 3.3: Herbicidas alternativos para el control de las accesiones de Raphanus

sativus resistentes a herbicidas AHAS y dosis comerciales evaluadas.

o Familia Nombre Momento de Formulacion Dosis
Herbicida o ) . ..
quimica comercial aplicacion p.a. g ha*
Acetocloro Harness Pre-emergente 900gL* 1125
Cloroacetamida
S-Metolacloro Dual Gold  Pre-emergente 960¢gL* 960
Prometrina Triazina Gesagard 50 Pre-emergente 500¢gL* 1000
Sulfentrazone Triazinona Authority ~ Pre-emergente 500¢gL* 200
. _ Piridin
Diflufenican _ Brodal Pre-emergente 500¢gL* 125
carboxamida
Flurocloridona Otra Defender  Pre-emergente 250¢gL* 313
Aclonifen Triazol Prodigio  Post-emergente 600 g L* 480
Benazolin Benzotiazol Dasen Post-emergente 500 g L™ 300
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RESULTADOS
Ambiente

En la primavera de 2008 la accesion resistente BAL-1A formaba un pequefio grupo de
menos de 50 plantas, dentro de un lote de colza-canola (Brassica napus) cv. Nexera
8450 (resistente a imidazolinonas). El grupo estaba dispuesto en un parche
semicircular (<5 m?) ubicado a menos de 50 m del borde NE de un lote de formato
cuadrangular de aproximadamente 40 ha y eran las Unicas malezas presentes en el
mismo. En el borde del lote, en el sector lindero al alambrado perimetral sin cultivar,
existia una comunidad de cruciferas que se hallaba en floracién, ocupando un parche
semirectangular de 800 m?. En esta comunidad Hirschfeldia incana (L.) Lagr.-Foss.
alcanzaba 40-50% de cobertura, mientras que Brassica rapa L. y R. sativus (BAL-1B)

estaban también presentes, pero con <30% de cobertura.

Al afio siguiente el lote se encontraba cultivado con trigo y también mostraba la
presencia de individuos de R. sativus (BAL-2A) en estado de floracion-fructificacion.
En este caso las plantas estaban dispuestas en forma dispersa en todo el lote a mas
de 200 m en todos los sentidos respecto al parche observado en 2009. En 2009 el
cultivo de trigo habia recibido una aplicacién de metsulfurén-metil a razéon de 7 g ha™.
La situacion se repiti6 durante la primavera de 2011, pero la cantidad estimada de
individuos fue menor a 100. En las dos observaciones se constaté la presencia de
plantas de R. sativus en la comunidad vegetal natural del borde el sector no laboreado
del lote. En 2011 predominaba H. incana, con 50-75% de cobertura, mientras que R.

sativus alcanzaba <10% de cobertura.

Antes de 2008, la rotacion de cultivos basica del lote era trigo-soja, registrandose soélo
la siembra de un cultivo de girasol en la década previa. El registro de herbicidas
utilizados incluia a tres SU pero ninguna aplicaciéon de herbicidas IMI. En toda la
década, el sistema productivo se encontraba bajo siembra directa, predominando el
empleo de barbecho quimico con glifosato y 2,4-D. El control de malezas en trigo se
efectuaba con dicamba y metsulfurén, y la soja RR era tratada con glifosato. No se

registraban aplicaciones de herbicidas SU durante dos afios consecutivos.

Por su parte la accesion resistente PIE-A afectaba més de 30 ha del lote de girasol CL.
Se observaron sectores con cobertura de la maleza casi total. En este caso, sobre los

alambrados del lote bajo cultivo las plantas de R. sativus eran escasas. Dentro del
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cultivo la densidad de la maleza fue en promedio de 11 pl m?, con valores maximos de
55 pl m? en los sectores mas infestados. El nabén no afecté la densidad del cultivo, la
superficie individual media fue 0,08 m? planta™® y la produccién alcanzé alrededor de
3000 semillas planta™. Bajo esas condiciones, el aporte al banco del suelo fue mayor a

10.000 semillas m?.

Screening de la resistencia

Cerca de la totalidad las plantas de las accesiones ERC, SJQ y PIE-A sobrevivieron al
tratamiento con doble dosis comercial de imazetapir e imazamox, diferenciandose
(p<0,05) de SDV y BNC, que fueron completamente controladas (Tabla 3.4). Estas tres
accesiones de R. sativus y la colza IMI resistente (BNR) mostraron una respuesta
similar a la aplicacion de estos herbicidas. BAL-1A en cambio, mostré una respuesta
intermedia, que se diferencié (p<0,05) tanto de los biotipos susceptibles como de las

otras accesiones resistentes.

La supervivencia de BAL-1A, ERC, SJQ y PIE-A a la aplicacion de metsulfurén-metil a
doble dosis comercial fue de entre 46 y 70%, diferenciandose de SDV vy los cultivares
de colza, que fueron completamente controlados. La supervivencia a iodosulfurén fue
cercana a 100% en ERC, SJQ, PIE-Ay la colza BNR, pero en BAL-1A se observé una
menor supervivencia (87%), diferenciandose del biotipo susceptible y las otras
accesiones resistentes. El glifosato y el 2,4-D causaron completa mortalidad en todas

las accesiones (Tabla 3.4).

La respuesta observada en la materia seca acumulada fue similar, aunque las
diferencias fueron menos marcadas (Tabla 3.5). En general, y para todos los
herbicidas evaluados, las accesiones ERC, SJQ y PIE presentaron los valores mas
elevados de materia seca acumulada, diferenciandose del biotipo susceptible SDV. En
cambio, BAL-1A presentd valores intermedios con respecto a las demas accesiones,

en algunos casos no diferenciandose del control SDV.

Resistencia a las 5 familias de herbicidas AHAS

La accesion de R. sativus BAL-1A mostro elevada resistencia a todos los herbicidas
inhibidores de la AHAS, y fue significativamente diferente al biotipo control SDV, cuya
supervivencia fue menor al 10% (Tabla 3.6). Mas del 75% de las plantas de BAL-1A
sobrevivieron a los tratamientos aplicados, excepto con clorimurén, que redujo la

supervivencia al 45%. En cambio, la accesién BAL-1B fue susceptible a los cinco
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activos probados, sin diferenciarse del biotipo susceptible SDV. Similar situacién se
observé con las accesiones colectadas en los mismos sitios al afio siguiente. En este
caso, la supervivencia de las plantas originadas dentro del lote (BAL-2A) fue incluso
mayor, resultando superior al 85% en todos los tratamientos. La supervivencia de las
plantas del borde del lote (BAL-2B) fue menor al 20% y no se diferencié del control
susceptible ni de BAL-1B. En esta accesion se observé una tendencia al aumento de
la resistencia, que se manifestd en la aparicion de algunas plantas que no fueron
afectadas por los herbicidas. Las plantas de las generaciones multiplicadas en el
campo experimental (BAL-3) o dentro del lote (BAL-4), también mostraron elevados
valores de supervivencia, demostrandose asi la heredabilidad del caracter. El biotipo
PIE-A presento elevada resistencia a los herbicidas, superando el 80% en todos los
tratamientos. También las plantas del borde del lote donde se generd el estallido
poblacional (PIE-B) tuvieron mayor supervivencia que el control susceptible, no inferior
al 57%, sin alcanzar el nivel de resistencia de la poblacién encontrada dentro del lote
(PIE-A). SOlo se diferenciaron estadisticamente, los tratamientos con diclosulam vy

bispiribac, que causaron mayor fitotoxicidad a las plantas de PIE-B.
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Tabla 3.4: Supervivencia, expresada como porcentaje del control sin tratamiento (media + error estandar) de varias accesiones de

Raphanus sativus y dos variedades de colza-canola (Brassica napus) (convencional BNC e IMI resistante BNR), a herbicidas aplicados a

doble dosis comercial (2X).

Accesion

Herbicida SDhV BAL-1A ERC SJQ PIE-A BNC BNR

Supervivencia (%)
Imazetapir 0,0+0,0c 66,9+43b 98,8+0,7a 99,4+0,6 a 100,0x0,0a 0,0+0,0c 100,0+ 0,0 a
Imazamox 0,0+0,0c 86,9+43Db 99,4+0,6a 100,0+0,0a 100,0x0,0a 0,0+0,0c 100,0+ 0,0 a
Metsulfuron-metil 00+x0,0b 56,9+ 11,2 a 469+3,7a 70,6 £8,1a 59,4+120a 00+x0,0b 75+75Db
lodosulfuron 0,0+0,0c 875+48Db 98,1+12a 98,8+0,7a 100,0+x0,0a 0,0+0,0c 975+10a
2,4-D (Sal) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Glifosato 3,8+24 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 25125 0,0+0,0 0,0+0,0

Para cada herbicida, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Tabla 3.5: Materia seca, expresada como porcentaje del control sin tratamiento (media = error estandar) de varias accesiones de
Raphanus sativus y dos variedades de colza-canola (Brassica napus) (convencional BNC e IMI resistante BNR), a herbicidas aplicados a

doble dosis comercial (2X).

Accesion

Herbicida SDV BAL-1A ERC SJQ PIE-A BNC BNR

Supervivencia (%)
Imazetapir 13,5+2,8d 47,4 +5,3 bc 98,4+39a 909+51a 739+43ab 29,0+9,7cd 89,9+69a
Imazamox 31,5+3,5¢C 653+200Db 96,6 +3,8a 95,8+3,5a 96,4+6,0a 349+50c 105,0x70a
Metsulfuron-metil 13,8 +5,6c 58,6 +14,5abc 107,8+80a 87,1+54a 69,0+x36ab 31,6+£55bc 93,1+20,2a
lodosulfuron 419+6,4d 66,4+68cd 106,6+30ab 107,7+11,5a 740+£9,1bcd 433+25d 85,6 £ 8,3 abc
2.4-D 0,0+0,0 18x1,1 3,8+3,8 58122 0,4+0,2 49+49 0,0+0,0
Glifosato 25+17 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2828 0,0+0,0 0,0+0,0

Para cada herbicida, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Tabla 3.6: Supervivencia de accesiones de Raphanus sativus a herbicidas que actian sobre la AHAS aplicados a doble dosis comercial.

Accesion BAL-1A BAL-2A BAL-3 BAL-4 PIE-A BAL-1B BAL-2B PIE-B SDV
Habitat Dentro del cultivo (agrestal) Borde de cultivo (ruderal) Control
p-a. Supervivencia (media * EE %)

Imazapir 825+48a 913+72a 756+82a 791+14,1a 90,0+£100a 0,0+0,0b 69+47b 675+85a 00+£00b
Clorimurén 456+70b 856+11,3a 706+12ab 906+54a 838+1ll4a 6,3+22c 88+24c 794+78a 88x30c
Diclosulam 76,8+115ab 869+7,7ab 769+124ab 981+12a 872+66ab 50+23c 188+7,7c 575+92b 69+12c
Flucarbazone 794+74a 906+54a 850+50a 923+50a 898+47a 00x00b 38+22b 744+87a 00x£00b
Bispiribac 80,6 +10,2ab 925+43a 69,1+39ab 783+60ab 875+18ab 0,0+00c 75+43c 650+£93b 0,0+0,0c

Para cada herbicida, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Dosis-respuesta

Los ensayos de dosis-respuesta revelaron que las accesiones BAL-1A, ERC, SJQ y
PIE-A fueron altamente resistentes al imazetapir (Figura 3.2), con mas del 60% de
supervivencia a cinco veces la dosis comercial (500,0 g p.a. ha'). En contraste, la
poblacion susceptible SDV fue completamente controlada a media dosis comercial. La
DLs, de esta poblacion fue de 0,14 g p.a ha*, mientras que para BAL-1A, ERC, SJQy
PIE-A los valores de DLs, fueron superiores a 700,0 g ha™. Los factores de resistencia

de estas accesiones se ubicaron entre 5000 y mas de 26000 (Tabla 3.7).

Las accesiones ERC, SJQ y PIE-A mostraron una resistencia intermedia a la
aplicacion de metusfurén-metil (Figura 3.2), aunque la supervivencia fue superior al
20% incluso a 5X (30,0 g p.a. ha'). En contraste, la supervivencia de SDV fue
reducida mas del 99% con sélo 1/5 de la dosis comercial (1,2 g p.a. ha?'). La
supervivencia de BAL-1A a 5 veces la dosis comercial fue de 12%, un valor intermedio
entre las accesiones altamente resistentes y el control susceptible. Los valores de DLso
de las accesiones BAL-1A, ERC, SJQ y PIE-A fueron de 3,32; 5,51; 7,49y 17,97 g p.a
ha* respectivamente, indicando un factor de resistencia de entre 25-138 con respecto
a SDV, cuya DLs, fue de 0,13 g p.a ha™.

Los resultados de este andlisis fueron similares a los obtenidos a partir de la materia
seca (Figura 3.3). Para imazetapir, se estimaron valores de GRs, para las accesiones
BAL-1A y PIE de 1253,78 y 3103,32 g ha™® respectivamente, implicando factores de
resistencia superiores a 2000 y 5000 respecto al biotipo susceptible SDV, cuyo GRso
fue de 0,58 g ha™ (Tabla 3.8). Para el caso de metsulfurén-metil, las curvas de dosis-
respuesta mostraron valores de GRs, menores a los obtenidos con imazetapir, de
forma congruente a lo observado con la variable supervivencia. Estos valores fueron
de 8,26 y 31,23 para BAL-1A y PIE g ha™ respectivamente, y de sélo 0,18 g ha™ para
SDV. Esto representd un aumento de la resistencia de estas accesiones de 46 y 175

Veces.
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Figura 3.2: Respuesta del biotipo de Raphanus sativus susceptible SDV (O) y de las
accesiones resistentes BAL-1A (4), ERC (+), SJQ (x) y PIE-A (0) a la aplicacion de

dosis crecientes de imazetapir (arriba) y metsulfurén-metil (abajo), expresada como
porcentaje de supervivencia.
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Tabla 3.7: ParAmetros de las ecuaciones de regresion no linear ajustadas para la

supervivencia de accesiones de Raphanus sativus resistentes (BAL-1A, ERC, SJQ y

PIE-A) y susceptible (SDV) a la aplicacion de herbicidas inhibidores de la enzima

AHAS. Se estimaron también los niveles comparados de resistencia.

Herbicida Accesion b d e DLso FR
Imazetapir SDhV 0,76 99,98 0,14 0,14
BAL-1A 0,33 98,47 2179,20 712,94 >5000
ERC 1,88 100,11  3055,06 3055,06 >21000
SJQ -1,07 100,00 1870,80 2634,30 >18000
PIE-A -0,75 99,77  2273,29 3696,80 >26000
Metsulfuron-metil SDhV 1,86 100,98 0,13 0,13
BAL-1A 0,75 99,96 3,32 3,32 25,54
ERC -0,74 100,40 3,35 5,51 42,38
SJQ -0,79 100,10 4,72 7,49 57,62
PIE-A -0,83 97,54 11,54 17,97 138,23

Parametros: b=pendiente de las curvas alrededor de e, d=limite superior de las curvas,
e=punto de inflexion de las curvas, DLso=dosis requerida para reducir en un 50% la
supervivencia de las plantas, FR=factor de resistencia (DLso Rs/DLso Su).
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Figura 3.3: Respuesta del biotipo de Raphanus sativus susceptible SDV (O) y de las

accesiones resistentes BAL-1A () y PIE-A (+) a la aplicacién de dosis crecientes de

imazetapir (arriba) y metsulfuron-metil (abajo), expresada como materia seca (mg pl™?).
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Tabla 3.8: Pardmetros de las ecuaciones de regresion no linear ajustadas para la
materia seca remanente de biotipos de Raphanus sativus resistentes (BAL-1Ay PIE-A)
y susceptible (SDV) tras la aplicacion de herbicidas inhibidores de la enzima AHAS. Se

estimaron también los niveles comparados de resistencia.

Herbicida Accesion b d e (GRxo) FR®
Imazetapir SbV 0,58 676,64 0,58
BAL-1A 1,27 763,80 1253,78 2154,7
PIE-A 1,46 794,60 3103,32 5333,1
Metsulfurén-metil SDV 1,27 671,47 0,18
BAL-1A 0,45 749,44 8,26 46,4
PIE-A 0,73 826,18 31,23 175,4

Parametros: b=pendiente de las curvas alrededor de e, d=limite superior de las curvas,
e=punto de inflexion de las curvas, GRso=dosis requerida para reducir en un 50% la
materia seca de las plantas, FR=factor de resistencia (GRss Rs/GRso Su).

Interferencia

Cada planta de R. sativus produjo hasta 2925 semillas (Tabla 3.9), y ocupd una
superficie media de 0,08 m?, sin afectar la densidad del cultivo. La cobertura de R.
sativus aument6 junto con la densidad de la maleza, superando el 60% con 10 pl m™=.
El andlisis de componentes principales mostré que el rendimiento del cultivo disminuyo
conforme aumenté la densidad y cobertura de R. sativus. Con mas de 75% de
cobertura, el numero de granos por capitulo del girasol se redujo mas del 30% vy la
produccion por planta mas de 55% (Tabla 3.10). Ello ocasion6 una merma en el
rendimiento del girasol superior a 65%. La regresion entre densidad de maleza y
rendimiento del cultivo fue altamente significativa (r=0,79**), prediciendo que por cada
aumento en un 1% de cobertura de R. sativus el rendimiento del girasol se redujo 24,6
kg ha™ (Figura 3.4).
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Tabla 3.9: Parametros reproductivos de la accesion de Raphanus sativus resistente a

herbicidas PIE-A, hallada interfiriendo un cultivo de girasol CL en un lote agricola.

Parametros Minimo Media Maximo
Plantas m? 0 11 55
Largo silicua 2,5 5,1 8,2
Silicuas pl* 37,0 119,6 756,0
Silicuas m* 158,0 1994,9 3070,0
Semillas silicua™ 3,0 6,0 11,0
Semillas pl* 115,1 891,5 29249
Semillas m? 879,2 4472,3 10220,3
Biomasa de semilla (mg sm™) 4,1 7,4 11,1
Rendimiento g pl* 0,9 6,8 20,4
Rendimiento g m? 4.2 34,0 76,6

Tabla 3.10: Efecto de la cobertura de la accesion de Raphanus sativus PIE-A
resistente a herbicidas AHAS sobre los parametros productivos de un girasol CL

cultivado en el sudeste de la provincia de Buenos Aires.

REDUCCION POR INTERFERENCIA (%)
Cobertura :
maleza (%) Densidad Diametro de

Granos pl*  P1000 (g) Rendimiento Rendimiento

(pl m?)  capitulo (cm) (9pI) (gm?)

1-25 13 7b 7b 7b 12 b 20 ¢
25-50 3 6b 7b 11 ab 18 b 19¢
50-75 10 16 b 24 ab 9ab 27 ab 40b
>75 4 33a 45 a 24 a 57 a 68 a

Para cada columna, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Figura 3.4: Regresion lineal entre el rendimiento (gr m2) de un girasol CL invadido con
Raphanus sativus resistente a herbicidas inhibidores a la AHAS, y la cobertura de la
maleza. Y = 366,67 — 2,46y (R*> = 0,62; p<0,0001).
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Base molecular de la resistencia

Se confirm6 la presencia de la mutacion Trp574Leu en plantas de todas las
accesiones de R. sativus caracterizadas como resistentes a herbicidas AHAS (Tabla
3.11). Esta mutacion ha sido registrada mundialmente en 27 especies distintas con
resistencia a las cinco familias quimicas de inhibidores de la enzima AHAS, incluyendo
R. raphanistrum (Yu et al., 2012; Tranel et al., 2015). En una de las accesiones
caracterizadas la mutacién se presentd en forma heterocigota, y algunas plantas
presentaban el genotipo silvestre, en forma congruente con la segregacién para este
rasgo observada en los ensayos de resistencia. La accesibn mas invasora fue

homocigota para esta mutacién (Figura 3.5).
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Tabla 3.11: Variacion en la secuencia del gen de la enzima AHAS (subrayados) entre
las accesiones de Raphanus sativus susceptibles y resistentes y las substituciones de
aminoacidos predichas (en negrita), que confieren resistencia a los herbicidas
inhibidores de la AHAS.

Biotipo Plantas 1270, Coddn 574, Residuo
analizadas (n)
SDhV 3 TGG Trp
PRI 4 TGG Trp
LPA 9 TGG Trp
BAL-1A 6 TG Leu
ERC 3 TIG Leu
SJQ 3 TIG Leu
PIE 9 TIG Leu

Figura 3.5: Gel mostrando los resultados del marcador CAPS Trp574Leu en tres
individuos del biotipo susceptible SDV (RS1-1, RS1-2 y RS1-3) y tres de la accesién
resistente BAL-1A (RS4-1, RS4-2 y RS4-3) de Raphanus sativus. El alelo del tipo
silvestre es representado por el fragmento de 500 pb y el mutante por los dos
fragmentos de 291y 213 pb.
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Control quimico con herbicidas alternativos

A dosis comercial, ninguno de los herbicidas pre-emergentes evaluados logré
completo control de las accesiones de R. sativus (Tabla 3.12). La mezcla de acetocloro
y flurocloridona tuvo un control mayor al 80%. Sulfentrazone mostré un nivel de control
similar de ERC y PIE-A, pero no fue tan efectivo en el control de SDV, cuya
supervivencia fue cercana a 40%. Los herbicidas del grupo de las cloroacetamidas (s-
metolacloro y acetocloro) no controlaron bien los nabones, al igual que la prometrina.
De forma similar, diflufenican mostré una supervivencia entre 75% y 39%, siendo mas
eficiente para controlar PIE-A. Aunque la flurocloridona tuvo un comportamiento
intermedio (entre 50 y 65%), la mezcla con acetocloro produjo buen control (entre 6-

18% de supervivencia).

Los dos herbicidas post-emergentes fueron altamente efectivos en el control de las
accesiones de R. sativus (Tabla 3.13). Aclonifen solo y en mezcla con imazapir causé
mortalidad total. Por otra parte, benazolin produjo un gran dafio en las plantas pero
dej6 tejido vivo remanente, con posibilidades de rebrote. La mezcla con imazapir, evitd
este problema en SDV, accesion susceptible a este activo, pero no asi en ERC y PIE-

A, con resistencia ya probada.

Tabla 3.12: Supervivencia de dos accesiones de Raphanus sativus resistentes a
herbicidas AHAS (ERC y PIE-A) y otra susceptible (SDV) a la aplicacién de herbicidas

alternativos pre-emergentes a dosis comercial.

SDV ERC PIE-A
Herbicida
Supervivencia (media = EE %)
Acetocloro 93,1+7,6a 95,0+x29a 949+36a
S-Metolacloro 98,2+39a 93,8+24a 97,8+46a
Prometrina 91,2+28a 61,3+ 14,2 ab 56,7+8,6b
Diflufenican 75,8+ 22 ab 77,2+4.6ab 39,0+ 4,6 bc
Flurocloridona 50,6 + 6,5 bc 40,6 + 14,8 bc 65,7+x7,6Db
Sulfentrazone 44,0 + 10,6 bc 17,2+5,8¢ 15,4 +6,7c
Acetocloro + Flurocloridona 18,7+9,5¢c 69+25c 174+44c

Para cada accesion, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.

112



Tabla 3.13: Supervivencia de dos accesiones de Raphanus sativus resistentes a

herbicidas AHAS (ERC y PIE-A) y otra susceptible (SDV) a la aplicacién de herbicidas
alternativos post-emergentes a dosis comercial.

SDV ERC PIE-A
Herbicida
Supervivencia (media * EE %)
Aclonifen 0,0£00b 0,0+£0,0b 0,0£00b
Benazolin 10,0+3,5a 88+24a 10,0+x20a
Imazapir + Aclonifen 0,0+00hb 0,0+£0,0b 0,0+00Db
Imazapir + Benazolin 0,0+x0,0b 80x26a 99+13a

Para cada accesion, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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DISCUSION

Los ensayos de caracterizacion de la resistencia demostraron que todas las
accesiones estudiadas presentaron resistencia cruzada a principios activos con el
mismo modo de accién. Los ensayos de dosis-respuesta confirmaron que la
resistencia era muy elevada para imazetapir e intermedia para metsulfurén-metil. Para
el caso de la accesion PIE-A, se demostrd que fue resistente a 10 principios activos
distintos de 5 familias quimicas de inhibidores de la enzima AHAS: imazapir,
imazetapir, imazamox, metsulfuron-metil, iodosulfuron, clorimurén, diclosulam,
flumetsulam, flucarbazone-sédico y bispiribac-sédico. Por otra parte, las cinco
accesiones resistentes a inhibidores AHAS, fueron altamente susceptibles a glifosato y
2,4-D a dosis comerciales. Estos herbicidas podrian utilizarse en el barbecho de

cultivos o en soja RR y cereales, respectivamente.

La secuenciacion de las accesiones resistentes confirmd un cambio puntual de
aminodcido en el gen de la enzima AHAS, de triptofano a leucina. Ha sido demostrado
previamente que esta substitucion (Trp574Leu) resulta en altos niveles de resistencia a
herbicidas IMI y SU (asi como a TRP y PTB), en diversas malezas, incluyendo R.
raphanistrum. La presencia de esta mutacion en poblaciones resistentes de R. sativus,
asociada a resistencia a herbicidas de las 5 familias quimicas de inhibidores AHAS no

habia sido reportada previamente.

La accesiéon BAL-1A presentd un menor nivel de resistencia, y en los ensayos se
observé segregacion del caracter de resistencia en las plantas de esta poblacion. Esta
poblacion fue observada por primera vez formando un pequefio grupo de plantas
dentro de un lote con una larga historia de cultivos y uso de herbicidas. Esto podria
atribuirse a un evento mutacional reciente. La secuenciacién de esta poblacion
demostrd que presenta individuos heterocigotas para esta mutacion e individuos con el

genotipo silvestre (susceptibles).

Bajo condiciones de campo, la accesién BAL no aument6 su densidad ni se dispersé
geograficamente, debido probablemente al uso de herbicidas alternativos, como 2,4-D
y glifosato. Se demostré también que la extensa poblacion de R. sativus dispuesta en
una franja no sembrada del margen del lote, sobre el limite con un establecimiento
vecino, pudo haber constituido un refugio de alelos de susceptibilidad. Esta poblaciéon
fue altamente susceptible a todos los herbicidas evaluados, a diferencia de las plantas

halladas en el lote que sobrevivieron a la aplicacion de los mismos compuestos. Esta
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situacion se repitid en dos cohortes sucesivas, confirmandose que las plantas de R.
sativus del borde del cultivo sin pulverizar, eran susceptibles a los herbicidas
inhibidores de la AHAS. Ello podria explicar la limitada difusion de la accesion

resistente de Balcarce.

En el caso de la accesién de Pieres, que tom6 un caracter invasor pronunciado y
produjo importantes pérdidas en el cultivo, las escasas plantas que se hallaron en los
bordes no cultivados del lote presentaban un perfil de resistencia similar a las que
crecieron dentro del lote. Esto podria deberse a la alta presion de seleccion ejercida

por la aplicacién de herbicidas tanto dentro del lote como en los bordes del mismo.

Ha sido propuesto que los refugios de malezas susceptibles podrian retrasar la
evolucién de la resistencia a herbicidas (Beckie, 2006). Mediante simulaciones, Richter
et al. (2002) encontraron que para la emergencia de un biotipo resistente se requerian
15 generaciones de aplicaciones consecutivas del mismo herbicida si el biotipo
susceptible se confinaba a los bordes del cultivo. Los individuos susceptibles del
refugio podrian diluir la proporcion de alelos de resistencia en la poblacion a través de
flujo génico o actuando como una barrera contra el aumento en la frecuencia de

plantas resistentes.

Sin embargo, en otros casos los mismos autores consideran que los refugios de
malezas susceptibles no serian efectivos debido a que el control del caracter de
resistencia suele ser dominante (Beckie, 2006). Asi, existe un efecto antagénico entre
el flujo génico desde el habitat desfavorable (areas sin tratamiento) que retrasa la
evoluciéon de la resistencia en el habitat favorable y desde el area favorable hacia el
desfavorable, incrementando la frecuencia del alelo de resistencia en este area, y

disminuyendo la eficacia del refugio.

Esto podria explicar la tendencia al aumento de la resistencia observada en las plantas
del borde del cultivo al afio siguiente al descubrimiento del biotipo, y la apariciéon en
esa poblacion de algunos individuos totalmente resistentes a los herbicidas AHAS. Los
modelos de genética de poblaciones sugieren que la dispersion de la resistencia sera
siempre retrasada por un ambiente heterogéneo. La presencia de un hébitat
desfavorable contribuye a la seleccién negativa de un alelo ventajoso como el de la
resistencia a herbicidas. El destino de ese alelo dependera del balance entre la
aplicacion de herbicidas que favorezcan la resistencia y la capacidad de

mantenimiento del gen de resistencia en areas o afos sin tratamiento (Richter et al.,
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2002; Roux y Reboud, 2007, Roux et al. 2008).

El establecimiento y destino de estas plantas resistentes dependera también del costo
de adaptacioén o fitness de las mismas. Cuando un alelo de resistencia a herbicidas
confiere un costo adaptativo podria prevenir la fijacion de este caracter en la poblacion
de la maleza. En el caso de resistencia conferida por mutaciones puntuales en el gen
de la enzima sobre la cual actia el herbicida, estos cambios podrian resultar en una
reduccién en la actividad enzimatica y/o en la afinidad por el substrato. Esto implicaria
un costo biolégico que podria poner en desventaja a las plantas resistentes por sobre
las silvestres, en un ambiente sin presion de seleccion por el herbicida. Esto ha sido
observado en algunos casos de resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima
AHAS. Sin embargo, para algunas substituciones de aminoacidos especificas no se
han observado reducciones en la actividad enzimatica (Vila-Aiub et al., 2009). En el
caso especifico de la mutacion Trp-574-Leu, presente en los biotipos de R. sativus
caracterizados en este capitulo, se ha observado tanto reduccion en la actividad
enzimatica como el efecto contrario, es decir actividad enzimatica superior en biotipos
resistentes. En el caso de biotipos de R. raphanistrum se observo actividad enzimatica
reducida en el biotipo homocigota para la mutacion Trp-574-Leu, pero ningun efecto
negativo sobre el crecimiento o la capacidad competitiva de estas plantas (Yu et al.,
2010; Li et al., 2012).

La magnitud de la resistencia a diferentes herbicidas inhibidores de la AHAS puede
variar ampliamente entre las substituciones de aminoacidos de la enzima. En biotipos
resistentes a SU, la resistencia a un activo no esta necesariamente vinculada a
resistencia cruzada a todos los miembros de esa familia quimica de compuestos
(Tranel y Wright, 2002). Esta situacion podria explicar las diferencias observadas en

los niveles de resistencia a distintos activos que inhiben la enzima AHAS.

La residualidad en el suelo del metsulfurén no supera los 90 dias desde la aplicacion
(Walker et al. 1989; James et al, 1995; Rouchaud et al., 1999; Bedmar et al., 2006),
degradandose progresivamente y en dos etapas diferenciadas, con una etapa inicial
de pérdida rapida en los primeros 15 dias seguida por una etapa de equilibrio y lenta
disipacion en el suelo (Donald, 1990). Esta degradacion coincide con los nacimientos
tardios de R. sativus en primavera y principios del verano, que han sido observados

hacia el final del ciclo de los cultivos de cereales.

Podria asumirse que a medida que el metsulfurdn pierde su efectividad en el suelo, las
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semillas de R. sativus seleccionadas por resistencia intermedia a este herbicida
comienzan a germinar a mediados de primavera. Estas plantas permanecen en forma
de roseta mientras los cereales de invierno completan su ciclo, sin ser percibidas como
una preocupacion por parte de los productores. Esto fue propuesto de forma similar
por Richter et al. (2002), quienes afirman que el aumento de un biotipo resistente a
campo ocurre de forma escalonada. Usualmente, las malezas resistentes no son
percibidas por el productor hasta que el 30% de las plantas en un lote son resistentes.
Solo cuando se alcanza cierta frecuencia de individuos resistentes se produce la
multiplicacion explosiva y la dispersién espacial del biotipo. En el caso estudiado,
como la maleza fue seleccionada por resistencia intermedia a sulfonilureas y ademas
presentd resistencia cruzada a imidazolinonas, constituyé una seria complicacion en
los cultivos subsiguientes, especialmente cuando se implantaron aquellos
desarrollados bajo la tecnologia CL, como el girasol. Esto afectaria gravemente la

validez de la tecnologia CL que se basa en el empleo de estos herbicidas.

La experimentacidbn mostr6 que existen otras alternativas para el control de los
nabones resistentes a IMI en varias situaciones y cultivos. La mezcla de acetoclor y
flurocloridona, que produjo la mayor mortandad de las accesiones puede aplicarse en
pre-emergencia del girasol y maiz. La residualidad de esta mezcla herbicida permitiria
controlar los nacimientos posteriores hasta 90 dias. La aplicacion de sulfentrazone fue
igualmente efectiva, y representaria otra opcion para el control en pre-emergencia de
girasol. A pesar de esto, el espectro de control registrado para este herbicida no
incluye brasicaceas (CASAFE, 2007; Vigna et al., 2014), y deberia analizarse su real
efectividad a campo. Ensayos realizados en la zona del sudeste bonaerense en girasol
bajo labranza cero mostraron un pobre control de R. sativus con la aplicacion de
sulfentrazone a dosis similares a las utilizadas en esta tesis (Istilart, 2005). Utilizada
sola, la flurocloridona no resulté efectiva, comprobandose asi un efecto sinérgico en la
mezcla con acetoclor. Tampoco fueron efectivos el acetoclor, el s-metolacloro y la
prometrina, aungque esto se corresponde con el espectro de control de estos herbicidas
y a que fueron aplicados por separado cuando lo usual es utilizar mezclas con otros
principios activos (CASAFE, 2007; Vigna et al., 2014). Las aplicaciones de post-
emergencia con aclonifen y benazolin fueron muy efectivas y podrian ser

recomendables.

Como resultado de esta investigacion, en colaboracion con ensayos desarrollados por

técnicos de BASF Argentina S.A., se lograron los primeros avances para un planteo
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alternativo que mejoré el control de las poblaciones de R. sativus resistentes a
herbicidas AHAS. Los resultados de las investigaciones permitieron elaborar una serie
de recomendaciones, en las que se incluyé el uso de la mezcla acetoclor +
flurocloridona como pre-emergente en planteos con girasol CL, atrazina en maiz, y la
combinacién de glifosato junto para barbechos de soja, que fueron divulgadas por los
técnicos de BASF. Los primeros resultados a campo mostraron una mitigacion del

problema en los lotes altamente invadidos por estas poblaciones.

Se confirma asi la presencia de poblaciones de R. sativus con resistencia a todas las
familias quimicas de inhibidores de la AHAS. Los alelos de resistencia a estos
herbicidas estan presentes en la diversidad de las poblaciones de R. sativus
argentinas. La difusién de cultivos IMI resistentes y la intensificacién en la aplicacion
de herbicidas inhibidores de la AHAS han resultado en altas presiones de seleccion.
Una apropiada rotacion de herbicidas y un aumento en la diversidad de los
agroecosistemas son indispensables para minimizar la ocurrencia y dispersion de

estas poblaciones.
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Capitulo 4: CARACTERIZACION DE POBLACIONES FERALES DE Brassica
napus CON RESISTENCIA TRANSGENICA A GLIFOSATO

Entre las especies brasicaceas de mayor relevancia mundial, Brassica napus L. (colza)
se destaca por su elevada participacibn en la produccion mundial de aceites
comestibles. En 2012 se cosecharon mas de 65 millones de toneladas de colza, sobre
un superficie de 34 millones de hectareas sembradas en todo el mundo. Esto hace del
aceite de B. napus el tercero en importancia, luego del de palma y soja (FAOSTAT,
2015).

Brassica napus es una de las seis especies de Brassica cultivadas, cuyas relaciones
filogenéticas fueron descriptas mediante el triAngulo de “U”. Segun esta teoria, B.
napus es un hibrido natural entre la col (B. oleracea L.) y el nabo (B. rapa L.),
originado probablemente en el Mediterraneo, donde convivian ambas especies. Su
origen es consecuencia de multiples hibridaciones interespecificas espontaneas entre
B. rapa y B. oleracea cultivadas en cercanias una de la otra durante la edad media. La
ausencia de poblaciones naturales de B. napus silvestres apoya la teoria del origen en
ambientes cultivados (Gupta y Pratap, 2007; Allender y King, 2010; Iniguez-Luy vy
Federico, 2011; Prakash et al., 2012).

Los primeros registros del cultivo de B. napus en Europa datan del siglo XVI, cuando
se comenzo a utilizar como fuente de aceite (conocido como raepoli) para iluminacion
y fabricacién de jabones. Debido a la similitud con B. rapa, que fue la primera especie
domesticada, las citas mas antiguas resultan dudosas. Existen referencias del uso del
aceite de B. rapa en antiguas escrituras sanscritas de la India, entre 3500 y 4000 afios
antes del presente. Sin embargo, el uso generalizado de B. napus como especie
oleaginosa comenzd a inicios del siglo XVII. A partir de la revolucién industrial, se
reconocié al aceite de B. napus como un excelente lubricante, lo cual produjo un fuerte
incremente del area del cultivo, que reemplaz6 paulatinamente a B. rapa (Appelqvist,
1972; Gupta y Pratap, 2007; Prakash et al., 2012).

En la segunda mitad del siglo XX, Canada inici6 un destacado proceso de
mejoramiento con el objetivo de que el aceite de colza fuera apto para el consumo
humano y animal. Este uso estaba originalmente limitado por la elevada concentracion
de acido erdcico en el aceite y glucosinolatos en la harina de extraccion. El acido
erdcico (cis-1,3-decasenoico, 22:1, n-9) es un compuesto caracteristico del aceite de

especies brasicaceas, y constituye cerca del 50% de la composicién de acidos grasos
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totales. En estudios sobre animales se ha demostrado que el aceite de colza con altos
niveles de &cido erdcico interfiere en la conductancia miocardial y el sistema vascular
periférico, acorta los tiempos de coagulacién de la sangre, aumenta los niveles de
colesterol y provoca degeneracion cardiaca (Ahuja y Banga, 1993). Debido a estos
estudios, la comercializacion para consumo humano de aceite de colza con elevados
niveles de erucico fue restringido en Canadéa (Busch et al., 1994). Los glucosinolatos,
por su parte, son metabolitos secundarios caracteristicos de las especies brasicaceas,
presentes en los tejidos vegetativos y en las semillas. Estan involucrados en la
proteccion de las plantas contra los ataques de plagas de insectos, actuando como
toxinas o repelentes. Sus productos de descomposicion, los tiocianatos, isotiocianatos
y nitrilos son indeseados en dietas animales. Afectan la absorcion de la iodina por la
glandula tiroides afectando el desarrollo de los animales alimentados con harinas ricas
en estos compuestos, y reducen la palatabilidad y la eficiencia de ganancia de peso de

los alimentos (Agnihotri et al., 2007).

El mejoramiento iniciado en Canada para la obtencion de variedades de colza con
bajos niveles de esto toxicos, se realizo utilizando accesiones de B. napus proveniente
de Argentina y de B. rapa de Polonia. Es por esta razon que surgi6 la denominacion de
tipo “argentino” y “polaco” para las dos especies de colza. En 1966 se desarroll6 la
primera variedad de B. napus con bajo contenido de &cido erlcico, conocida como
Oro, y en 1967 se crearon los primeros cultivares de B. napus con reducido contenido
en glucosinolatos. Ambas caracteristicas combinadas dieron origen a las variedades
identificadas con el nombre comercial “canola” (Canadian Oil Low Acid), por presentar
menos de 2 % de &cido erucico y 20 ymoles de glucosinolatos por gramo de grano.
Estos valores representan el estandar de calidad internacional para identificar a las
variedades de canola o colza doble cero “00”, y son aceptados en todo el mundo,
incluida la Argentina (Appelgvist, 1972; Busch et al., 1994; Iriarte y Valleti, 2008;
Prakash et al., 2012).

El sostenido mejoramiento de la colza continué durante los afios '90 con la aparicion
en el mercado de los primeros hibridos y el avance de nuevas tecnologias para el
cultivo. Entre estas, se destaca la aplicacion de biotecnologia en el desarrollo de
variedades transgénicas, que incorporaron genes de resistencia a herbicidas. Los
eventos registrados incluyen colza resistente a glifosato, glufosinato y bromoxinil. Las
variedades resistentes a glifosato son actualmente cultivadas en Canadéa, Estados

Unidos, Australia, Jap6n y Chile (en este ultimo caso, sélo para exportacion de semilla)
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(Iniguez-Luy y Federico, 2011; James, 2012).

En nuestro pais, el nabo (B. rapa), una maleza agresiva de los cultivos, fue
aprovechado durante la década del '40 para elaborar aceite no comestible, cotizando
en la Bolsa de Cereales (Tenembaum, 1937). A partir de la renovacién del interés
provocado por el mejoramiento canadiense, instituciones gubernamentales vy
educativas impulsaron la introduccion y evaluacién de las variedades mejoradas de
colza (B. rapa y B. napus). Sin embargo, debido a los recurrentes problemas de
comercializacion, almacenamiento y procesamiento, el cultivo no se desarrollé en el
pais como se esperaba (Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008). A pesar de cierto interés
renovado durante la década de 1990, en la actualidad la superficie bajo cultivo no
supera las 100.000 hectareas (MAGyP, 2015).

Los cultivares comerciales de colza actualmente disponibles en Argentina
corresponden solamente a la especie B. napus (Iriarte y Valetti, 2008; INASE, 2015).
En nuestro pais el cultivo de variedades transgénicas esta prohibido debido a las
restricciones que implica la presencia de poblaciones naturales con las cuales puede
haber flujo genético. En 1996, una evaluacion de las posibles consecuencias del flujo
génico entre colza GM y parientes silvestres de los géneros Brassica, Diplotaxis,
Hischfledia, Raphanus y Sinapis realizada por la Comision Nacional de Biotecnologia
(CONABIA) llevé a la Secretaria de Agricultura, Pesca y Alimentacién a denegar la
solicitud de ensayo a campo con colza resistente al herbicida glifosato (Evento GT73),
destinada a produccién de semilla para ser reexportada a Canada (Resolucién N° 228
del 11 de abril de 1997). Esta resolucion fue ratificada por el Servicio Nacional de
Sanidad Ambiental en 2007, mediante la resolucion 305 que prohibe la importacién de
colza portadora de eventos transgénicos no autorizados para su produccion y
comercializacion en la Republica Argentina (SAGPYA, 1997; SENASA, 2007).

Se considera que B. napus no existe en estado silvestre (Gupta y Pratap, 2007;
Prakash et al., 2012). Sin embargo, suelen producirse escapes de plantas de los
cultivos de colza que llegan a formar poblaciones persistentes (Devos et al., 2012).
Debido a la significativa dehiscencia de las silicuas, las semillas de B. napus, se
pierden antes o durante la cosecha y quedan en el banco del suelo. También existe
dispersidn de propagulos hacia regiones distantes por el tréfico de maquinaria agricola
y pérdidas durante el transporte, lo que es potenciado por el escaso tamafio de la
semilla (Gulden et al., 2003b; Von der Lippe y Kowarik, 2007, Bailleul et al., 2012).
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Las semillas de B. napus tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo y, bajo
condiciones desfavorables, entrar en dormicibn secundaria para emerger
posteriormente como plantas voluntarias (Simard et al., 2002; Gulden et al., 2003a;
Gulden et al., 2004). Las comunidades de plantas voluntarias pueden persistir mas de
cinco afios, como poblaciones ferales (Crawley y Brown, 1995, Pessel et al., 2001,
Lutman et al., 2003; Pivard et al., 2008; Devos et al., 2012). Las poblaciones ferales de
B. napus aparecen frecuentemente en regiones del mundo donde el cultivo tiene gran
difusién, como en varios paises de Europa, Estados Unidos y Canada (Squire et al.,
2011; Devos et al.,, 2012). También aparecen en habitats ruderales, espacios no
cultivados como margenes de los cultivos, vera de rutas, caminos, zanjas, vias férreas,
obras en construccion, puertos, instalaciones de almacenamiento, de procesamiento

de granos y baldios (Devos et al., 2012).

En regiones donde se cultiva intensamente la colza se ha observado que la
persistencia de las poblaciones ferales de B. napus bajo condiciones semi-naturales
puede ser de mas de ocho afos. Esas poblaciones poseen dormicion de las semillas y
germinacion escalonada. Aunque el origen de estas poblaciones ferales ha sido
adjudicado al aporte de semillas desde los cultivos y el transporte, también ha sido
probado que la persistencia en el banco de semillas del suelo podria ser responsable
de al menos la mitad del establecimiento y persistencia de estas poblaciones,
sugiriendo asi su capacidad de auto-reclutamiento. Estas poblaciones ferales suelen
tener periodos de floracién prolongados, que posibilitan la coincidencia con especies
silvestres. Estas caracteristicas hacen de las poblaciones ferales una fuente
importante para el flujo génico, formando corredores o puentes que facilitan el contacto
entre las especies. Este hecho cobra mas relevancia cuando se trata de poblaciones
ferales de B. napus modificada genéticamente (con resistencia a herbicidas, por

ejemplo) (Pessel et al., 2001; Gruber y Claupein, 2007).

En regiones donde el cultivo de colza transgénica esta autorizado, como en Canada y
Estados Unidos, suelen aparecer plantas espontdneas o poblaciones ferales de B.
napus genéticamente modificadas (Tabla 4.1) (Yoshimura et al., 2006; Schafer et al.,
2011; Knispel y McLachlan, 2010; Devos et al., 2012). Ello también se ha observado
en regiones donde no estaban autorizadas, como en Japon, Bélgica y Suiza. Alli se
encontraron en zonas portuarias, caminos y vias férreas, posiblemente debido a la
dispersion de propagulos por el manipuleo y transporte de granos importados (Saji et
al., 2005; Aono et al., 2006; Schoenenberger y D'Andrea, 2012; Devos et al., 2012;
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Hecht et al., 2014).

Los test de deteccion de resistencia a glifosato transgénica, que estan basados en la
expresion de la proteina CP4 EPSPS, son reconocidos debido a su alta precision. Han
sido utilizados para la deteccién de flujo génico entre colza-canola y sus parientes
silvestres, dispersion y persistencia de colza-canola en puertos y caminos, e incluso
para determinar la presencia de la proteina en alimentacién humana (Ash et al., 2003;
Aono et al., 2006; Warwick et al., 2008; Kawata et al., 2009; Aono et al., 2011; Londo et
al., 2011). Estos test son considerados rapidos, sencillos, econémicos y a su vez, muy
Gtiles en la deteccién de la proteina CP4 EPSPS en materias primas como hojas y
semillas de cultivos y productos para la alimentacion humana y animal (Van den
Bulcke et al., 2007).

En 2012, técnicos de una empresa de agroquimicos encontraron algunas poblaciones
de Brassica sp. que no podian ser controladas con glifosato en cultivos de soja RR del
sudeste de la provincia de Buenos Aires. Debido a la prohibicién del cultivo de colza
con resistencia transgénica a glifosato en el pais, la presencia y pertenencia

taxondmica de estos biotipos resultaron dudosos.

Los objetivos de este capitulo fueron caracterizar las poblaciones ferales de Brassica
sp. resistentes a glifosato, realizar la clasificacion taxnomica de las accesiones,
determinar el perfil de resistencia y el origen de la misma, y evaluar distintas medidas
de control alternativo. La hipotesis es que las poblaciones ferales de Brassica sp.
presentaran resistencia a glifosato de origen transgénico, que podra ser detectada

mediante diversas técnicas.
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Tabla 4.1: Condiciones de deteccion de plantas espontaneas o poblaciones ferales de Brassica napus con resistencia transgénica a

glifosato (adaptado de Devos et al., 2012).

Pais Region Habitat Estatus de la colza RR Periodo Referencia

Bélgica Wallonia Mérgenes de cultivos y banquinas  Prohibido el cultivo, permitido el 2007-2008 Devos et al. (2012).

de caminos. uso directo y procesamiento
Zonas portuarias. (1997). Sin Devos et al. (2012).
mencion

Canada Surde Margenes de cultivos y banquinas  Permitido el cultivo (1995), el uso Knispel et al.(2008).

) . . . 2004-2006
Manitoba. de caminos cercanos. directo y procesamiento (1994).
Banquinas de caminos y vias 2005 Yoshimura et al. (2006).
ferroviarias, zonas portuarias.
Japoén Distrito de Zonas portuarias, banquinas de Permitido el cultivo (2006), el uso Saji et al. (2005).
i . . . : 2004
Kanto. caminos y orillas de rios. directo y procesamiento (2001).
Zonas portuarias, banquinas de 2005 Aono et al. (2006).
caminos y orillas de rios.
Zonas portuarias y banquinas de 2004-2007 Kawata et al. (2009).
caminos.
Banquina de camino (ruta 51). 2005-2007 Nishizawa et al. (2009).
Estados North Dakota. Banquinas de caminos. Permitido el cultivo (1999), el uso Schafer et al. (2010).
: . . 2010

Unidos directo y procesamiento (1995).

Suiza Suizay Vias ferroviarias. Prohibido el cultivo, permitido el 2011-2012 Schoenenberger y
Principado de uso directo y procesamiento D'Andrea (2012).
Liechtenstein : . . (1997).

Zonas de industrias oleaginosas, 2011-2012 Hecht et al. (2014).

vias ferroviarias, zonas portuarias.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cria

En 2012, en campos del SE de la provincia de Buenos Aires, partido de Adolfo
Gonzales Chaves se hall6 una poblacion de Brassica sp. (GER) que no podia ser
controlada con dosis comerciales de glifosato. La presencia de estas plantas fue
denunciada por los productores a técnicos de la empresa de agroquimicos BASF
Argentina S.A. (Migasso y Mock, com. pers.). La poblacién conformaba extensos
grupos en barbechos y cultivos de soja RR, donde no habia sido controlado por el
herbicida. A partir de ese hallazgo, a fines de 2012 mediante exploraciones de campo
y entrevistas con productores se detectaron otras poblaciones de Brassica sp. que
también presentaban resistencia a glifosato en otros establecimientos del partido de
Tres Arroyos (SMA y REG).

Cada uno de los sitios en los que se hallaron las plantas de Brassica sp. con probable
resistencia a glifosato se numer6 cronoldgicamente. Se tomaron datos poblacionales
mediante la escala semi-cuantitativa desarrollada por Domin-Krajina (Mueller-Dombois
y Ellenberg, 1974). Los registros histéricos del manejo agricola del lote fueron

provistos por los productores y/o responsables técnicos de los establecimientos.

Para todos los ensayos, salvo que se indique lo contrario, la progenie de las
accesiones fue criada en macetas de 15 cm de diametro, en una mezcla de suelo y
sustrato (Grow Mix® Terrafertil), a razén de 10 plantas por maceta. Las macetas se
mantuvieron bajo condiciones controladas en invernadero, con dos riegos diarios. Se
aplico un fertilizante liquido grado 5-3-3 (Chase LI 533) y urea a razén de 10 L ha™y 50
kg ha* respectivamente. Ademas se realizaron aplicaciones periddicas de imidacloprid
al 35% (Punto 35 Gleba, SC, 0,5 mL ha'), para el control de pulgén ceniciento de las

coles (Brevicoryne brassicae).

Caracterizacion morfolégica y quimica

Se tomaron datos morfol6gicos de los individuos de la accesiéon GER. La progenie de
los individuos sobrevivientes a la aplicacion del herbicida en el campo fue sembrada y
criada en el campo experimental del Departamento de Agronomia. Se tomaron datos
taxondmicos para identificar la especie de acuerdo a las fuentes bibliogréficas
(Mulligan, 1995; Gulden et al., 2008). Como control se emplearon plantas de tres

variedades comerciales de colza (B. nhapus) y ocho poblaciones naturales de nabo
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silvestre (B. rapa) de la misma region bajo estudio, sin resistencia a glifosato.

Las poblaciones fueron sembradas en bandejas multicelda con sustrato comercial
Growmix (Multipro) y criadas en invernaculo con luz natural, riego diario y a
temperatura de 20-25 °C. En el estado de B4 de la escala CETIOM (Arnoud, 1989), en
el mes de julio, las plantas fueron trasplantadas al campo experimental, bajo un marco
de plantacién de 0,3 x 0,5 m. Se utilizaron descriptores cuantitativos y cualitativos
desarrollados por el Comité Internacional de Recursos Genéticos Vegetales,
desarrollados en el capitulo 1 (IBPGR, 1990). Los datos cuantitativos fueron
analizados mediante ANOVA y las medias fueron comparadas con el test de Tukey
(p<0,05). Los datos cualitativos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. Para todos los analisis se utilizé el software estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2015).

En una muestra de granos colectados en el habitat natural se realiz6 la determinacion
del perfil acidico. Como control también se emplearon granos de variedades de colza
(B. napus) y de poblaciones naturales de nabo silvestre (B. rapa). La materia grasa se
determiné mediante resonancia magnética nuclear y el perfil de acidos grasos por
cromatografia gaseosa. Los analisis fueron realizados por la Camara Arbitral de
Cereales de Bahia Blanca. Los datos fueron analizados mediante ANOVA vy
comparacion de medias (test Tukey) utilizando el software Infostat. Junto con los datos
morfologicos se realizd un analisis de componentes principales (ACP), utilizando el

software mencionado.
Caracterizacion de la resistencia

Se evalud la resistencia a glifosato de las accesiones GER (Sitio 1), SMA (sitio 7) y
REG (sitio 8), mediante un ensayo de screening. Se aplicod glifosato (sal amonica,
formulado al 39,6%) a doble dosis comercial (X=1,29 kg e.a. ha’=3,7 L P.C. ha").
Como control se empleé la variedad de colza Nexera 1700 (BNC). La aplicacion fue
realizada al estado B3-B4, 42 dias luego de la emergencia de las plantas, usando un
equipo de CO, a presion constante, con pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001
EVB), velocidad de 1,54 km h* y caudal de 127 L ha™. La supervivencia se evalud
cuatro semanas después de la pulverizacion utilizando una escala de dafio visual, de
acuerdo al siguiente detalle: 1 = sin dafio, 2 = < 25% dafio, 3 = 26 - 75% dafio, 4 = >
75% dafio, 5 = muerte de plantas (adaptado de Moss et al, 1999). La respuesta fue

expresada como porcentaje de supervivencia y las accesiones se designaron
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resistentes si el 20% de los individuos sobrevivian a la aplicacién del herbicida (Moss
et al., 1999). A los 40 dias posteriores al tratamiento se cort6 todo el material vivo
remanente y se llevd a estufa a 60°C hasta peso constante, para calcular la materia
seca. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas. Andlisis de
ANOVA y comparacion de medias (test Tukey) fueron realizados con el software
Infostat. Para el andlisis de los resultados, los valores expresados en porcentaje

fueron transformados de acuerdo a la siguiente ecuacion:
y = arcsen (x + 0,5)%?[Ecuacion 1]

Se caracteriz6 la resistencia de la accesion GER a glifosato mediante un ensayo de
dosis-respuesta. Se aplicé un rango de dosis del herbicida glifosato (sal aménica,
formulado al 39,6%), correspondientes a 1/10, 1/5, 1/2,1, 2, 5, 10, 15 y 30 veces la
dosis comercial (X=1,29 kg e.a. ha'=3,7 L P.C. ha'). Como control se empleé la
variedad de colza Nexera 1700 (BNC), a la cual se le aplicé las dosis 1/50, 1/20, 1/10,
1/5,1/2, 1, 2,5y 10 X. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas.
El ensayo fue repetido en dos afios. La supervivencia se evaludé cuatro semanas
después de la pulverizacion de la misma forma que en el ensayo de screening. Se
calculé6 también la materia seca de las plantas, cortando todo el material vivo
remanente y secandolo en estufa hasta peso constante. Los datos se ajustaron a un
modelo de regresion log-logistico no lineal con tres pardmetros. Las curvas de dosis-
respuesta se realizaron utilizando el paquete drc del software estadistico R3.2.2 (R
Core Team, 2015). Se estimo la dosis requerida para matar el 50% de las plantas
(DLso). Este valor fue utilizado para calcular el factor de resistencia (FR), que se definio
como la relacion entre las DLs, de los biotipos resistente y susceptible (DLso R / DLso

S). La ecuacion del modelo log-logistico utilizada fue:
Y=d/1+exp{b[log(x) —log(e)]} [Ecuacién 2]

donde Y fue la supervivencia expresada en porcentaje, e la DL50, d el coeficiente
correspondiente al limite superior de la curva, b la pendiente de la curva alrededor de
e, y x (variable independiente) la dosis del herbicida (Seefeldt et al. 1995; Nielsen et al.
2004; Knezevic et al. 2007; Ritz, 2010).

Deteccion del transgen mediante test inmunoldgico

Para confirmar la presencia del transgen de resistencia a glifosato se utilizé6 un kit

comercial (QuickStik™ Kit for Roundup Ready® Canola Leaf & Seed) disefiado para
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detectar la expresion de la proteina CP4 EPSPS en los tejidos. Esta proteina, diferente
a la sintetizada por la planta, proviene de la bacteria del suelo Agrobacterium
tumefaciens y reduce la afinidad entre el herbicida y el complejo enzima-sustrato, o
qgue permite que la enzima EPSPS catalice normalmente las reacciones de sintesis de

aminodacidos aromaticos (Arregui y Puricelli, 2008; Green, 2009; Feng et al., 2010).

Se utilizaron hojas frescas de 9 plantas de GER gue se encontraban en condiciones
de invernaculo, en B2 y una semilla de la misma accesién. En el caso de SMA se
muestrearon 5 semillas. El control negativo fue la variedad de colza-canola Nexera
1700 (BNC) de la cual se muestreé una semilla y hojas de cuatro plantas. Como
controles positivos se utilizaron semillas de una variedad de soja Roundup Ready®
(DM4612) y un hibrido de maiz Roundup Ready® (ARV2180). Si bien el kit es
especifico para colza-canola, se consideré que como la soja y maiz Roundup Ready®

presentan el mismo evento, deberian expresar la proteina CP4 EPSPS.

El procedimiento de analisis realizado siguid los siguientes pasos. Se cortaron dos
discos de hojas por individuo utilizando la tapa de un tubo eppendorf de 1,5 mL, y se
colocaron dentro del mismo. En el caso de usar semillas, se colocé una semilla por
tubo. Luego se colocd un pildn plastico dentro de cada tubo y se machacé el material
(hoja o semilla) durante 20-30 segundos. Se agrego el buffer de extraccion dentro de
cada tubo (700 pL para hoja y 350 pL para semilla). Se repitié el segundo paso para
mezclar el tejido con el buffer y posteriormente se descarté el pilon plastico. Se coloco
una banda dentro de cada tubo y luego de cinco minutos se procedio a realizar la

interpretacion.
Base molecular de la resistencia

Se analizé la presencia del transgén de resistencia a glifosato, mediante la deteccion
del evento GT73, basada en el Protocol RT73-Community Reference Laboratory for
GMO Food and Feeds (Mazzara et al.,, 2007). Los primers utilizados amplifican un
producto de 108 pb que comprende la regidon recombinante entre la construccion
transgénica y el genoma de la colza. Como control positivo y para identificar la
pertenencia taxondémica de las especies, se utilizd el marcador microsatélite

BRMSO005, especifico del genoma A de Brassica.

Se colectaron hojas frescas de 6 plantas de la accesion GER y 5 de la colza-canola

Nexera 1700 (BNC), criadas al efecto en condiciones controladas en el invernadero.
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Las extracciones de ADN gendmico se realizaron mediante un método rapido (Doyle y
Doyle, 1987). EI ADN gendmico obtenido fue cuantificado utilizando un
espectrofotometro, leyendo absorbancia a longitudes de onda de 260 (A260) y 280 nm
(A280). Para determinar la calidad de ADN se utilizd la relacion A260/A280. La
concentracion de ADN se calculo utilizando la siguiente formula: [ADN] = A260 x factor

de dilucion x 50 ng/pL.

La evaluacion molecular de la resistencia a glifosato se realizé utilizando el primer
RT73 (Monsanto, 2004) Se establecié la temperatura de hibridacion (TA) para los
primers de 53°C. En un volumen final de reaccion de 20 uL se colocaron: buffer PCR
Gibco 10X; Cl:Mg (2,5 mM), dNTP (0,125M cada uno), primers F y R (5,5 pmol cada
uno), 1 unidad de Tag polimerasa y 60 ng de ADN gendmico, se llevé a volumen con
agua ultra pura. Para la amplificacién se utiliz6 el siguiente programa de PCR: la
desnaturalizacion inicial se realizé a 95°C durante 2 minutos, seguida de 40 ciclos de
95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, con una
extension final de 20 minutos. Los productos de PCR fueron separados y cotejados en
geles de agarosa al 10% en buffer TAE, mediante electroforesis. Se sembraron 7 pL
del producto de cada amplificacion y se corrié a 50 W durante tres horas en una cuba
de secuenciacion Sequi-Gen GT BioRad. Se incluydé un marcador de peso molecular
30-330 bp Step ladder (Promega). Las bandas fueron visualizadas por tincién con
bromuro de etidio y se fotografiaron. La lectura de los fragmentos de ADN fue visual,

asumiendo que cada banda representaba un locus simple con alelos dominantes.

Control quimico

Se explord la sensibilidad de la accesibn GER a ocho herbicidas alternativos al
glifosato (Tabla 4.2). Los herbicidas comprendieron activos recomendados para
cultivos regionales, con varios modos de accién y espectro de control. Se aplicé la
dosis recomendada (X) usando un equipo de CO; a presidn constante, con pastillas de
abanico plano (TeeJet® 8001 EVB), velocidad de 1,54 km h™* y caudal de 127 L ha™.
La aplicacion fue realizada al estado 1.3-1.4, 42 dias luego de la emergencia de las
plantas. La supervivencia de las plantas se evalué 30 dias después del tratamiento y
los datos se expresaron como porcentaje del control sin herbicida, de la misma forma
gue en el ensayo de resistencia. Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro
réplicas. Andlisis de ANOVA y comparacion de medias (test Tukey) fueron realizados

con el software Infostat.
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Tabla 4.2: Herbicidas utilizados en el ensayo de alternativas de control y dosis

comercial (X) del principio activo.

. . ., Dosis
Herbicida Nombr_e Cultivo Moment(_J,de Formulacién )
comercial aplicacion a ha?l
Soja, mani, ) o
Imazetapir Pivot H arveja, alfalfa, PO.ST' hasta 2 100 g L™ 100,0
p hoja verdadera
maiz CL.
Areas sin cultivo, _ .
Imazapir Arsenal forestales, POST. selectlvo 480¢gL* 80,2
X en cultivos CL.
girasol CL.
POST: a partir
Clorimurén  Backup Soja, pasturas. de 1° hoja 250 g kg* 15,0
verdadera
) . . PREE: 1
Diclosulam Spider Soja. barbecho 840 g kg 25,2
Basaaran Soja, maiz, POST: a partir
Bentazén 63 sorgo, arveja, de 1° hoja 600 g L™ 960,0
pasturas. verdadera.
PREE:
24D Trigo, cebada, barbecho
’S | Genérico maiz, sorgo, POST: trigo, 602 g L™ 4515
(Sal) barbechos. hasta inicio
encafionado.
Fluroxipir Starane Trigo, cebada, PQST: hasta 288 g L* 172,8
centeno, avena. hoja bandera.
Saflufenacil Heat + Barbechos: soja, 1
+ Pivot trigo, cebada, PREE: barbecho 178 g kg 1+ 24,9 +
| . . . 502 g kg 70,3
mazetapir (Optill) maiz.
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RESULTADOS

Condiciones agroecolégicas

La poblacion GER fue hallada en tres establecimientos distintos (Figura 4.1, Tabla 4.3),
propiedad de los mismos duefios. En el primer punto relevado (Sitio 1), el biotipo
formaba un grupo de mas de 1000 plantas, dentro de un lote en barbecho, cuya
rotacion predominante en los ultimos afios habia sido trigo-soja (Figura 4.2). El grupo
estaba dispuesto en un parche semicircular (>50 m?) ubicado a menos de 30 m del
borde N de un lote cuadrangular de aproximadamente 70 ha. Los individuos de la
poblacién se encontraban en diversos estados fenoldgicos, desde emergencia y roseta
temprana hasta fructificacion avanzada. La densidad promedio de las plantas adultas
era de 5,4 + 1,5 pl m?, mientras que la segunda cohorte en emergencia se hallaba a
una densidad de 92,3 + 10,3 pl m™. El lote habia recibido una aplicacién de glifosato a

dosis comercial.

En el segundo lote explorado (Sitio 2), los individuos de la poblacion GER formaban un
parche de 50 x 20 m, en estado de roseta y floracién. El lote invadido se encontraba
vecino al Sitio 1, separado por menos de 1000 m en direccion NO. Frente a estos
establecimientos, en un lote sembrado con cebada propiedad de los mismos duefios,
se encontraron plantas aisladas de Brassica rapa (nabo silvestre). EI nimero de
individuos de esa especie era menor a 20, distribuidos por el lote, y se encontraban en

inicio de floracion.

El tercer sitio donde fueron halladas plantas de GER (Sitio 3) correspondié a un
establecimiento separado por mas de 12 km de distancia de los Sitios 1y 2. En este
sitio las plantas de B. napus se encontraban en un parche de mas de 300 individuos
en floracién a una densidad de 2,5 + 1,6 pl m?, en una depresiéon de un lote de 80 ha
sembrado con trigo. Algunas plantas aisladas fueron observadas en el camino de
conexién entre los establecimientos (Sitio 4), sobre las banquinas del camino que
habian recibido herbicida, y era evidente que habian sobrevivido a la aplicacion de

guimico.

La rotacion de cultivos basica de los lotes en que fue hallada la poblacion GER era
trigo-soja. El sistema productivo se encontraba bajo labranza cero, predominando el
empleo de barbecho quimico con glifosato y 2,4-D. EIl control de malezas en trigo se

efectuaba con metsulfurén, 2,4-D y la mezcla iodosulfuron + metsulfurén (Hussar®).
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La soja RR era tratada con glifosato (Roundup Full Il 66,2%), a dosis entre 1,5y 2 L
ha'. De acuerdo a los registros de los productores este biotipo resistente tenia una
presencia de mas de tres afios en la region. Fue observado por primera vez en Sitio 3.
Su aparicién y dispersion fue adjudicada a la maquinaria de cosecha contratada. La

dispersion hacia los Sitios 2 y 3 tuvo lugar sin que mediaran cultivos de colza.

El primer lote donde fue hallado la poblacién SMA (Sitio 5) se encontraba sembrado
con soja RR y las plantas presentaban similares caracteristicas a las del partido de
Gonzales Chaves. La distancia en linea recta con respecto al sitio 1 era de
aproximadamente 33 km. Los individuos se hallaban en multiples estados de
desarrollo, desde roseta a floracién. Se observaron pequefos parches lineares cerca
del alambrado y monte con no mas de 20 plantas por parche. La rotacién habitual del
lote era soja-trigo. En un segundo lote de soja (Sitio 6), del mismo productor, se
observaron franjas con individuos de B. napus en uno de los bordes, en floracién e
inicio de fructificacion. En este caso se habia realizado una aplicacion de glifosato +
imazetapir (3 L ha' + 1,35 L ha'). Los efectos del imazetapir eran notables, la mayor
parte de las plantas estaban muriendo, aunque su estado de desarrollo era muy
avanzado. Estos dos lotes pertenecian al mismo duefio. También se observaron
individuos aislados en los bordes de lote, caminos, molinos y otras zonas no arables.
En la esquina de un lote, junto a un molino y tanque (Sitio 7), un grupo de plantas del
biotipo fue hallado en fructificacion avanzada. Este sitio se encontraba separado por
25 km del sitio 5 y 10 km del sitio 1, representando una posicion intermedia entre

ambos sitios.

En un establecimiento vecino (Sitio 8), propiedad de otro duefio, se observo un parche
de plantas de B. napus en la esquina de un lote sembrado con soja RR. En este caso,
los individuos se encontraban en fructificacion avanzada. La accesion fue identificada
como REG.

Segun la informacién provista por el productor del partido de Tres Arroyos (Sitios 5, 6 y
7), las primeras observaciones del biotipo ocurrieron en 2006-07, en un lote que habia
sido cultivado por otro productor con colza de origen desconocido. Los voluntarios
emergentes resultaron muy resistentes al glifosato, y se fueron dispersados a otros

lotes, probablemente por la maquinaria de cosecha.
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Tabla 4.3: Descripcion de las accesiones utilizadas en los ensayos de caracterizacion

de las poblaciones ferales de Brassica napus resistentes a glifosato.

Accesion Sitios Localidad Habitat Tamafo poblacional

GER 1,2 Adolfo  Dentro de lotes en >1000 plantas
Gonzales barbecho. Establecimiento 92 3 + 10,3 pl m? (roseta)

Chaves  La Germana. 5,4 + 1,5 pl m? (floracién)

4 Sobre banquina de 1-5 plantas
camino vecinal, que habia
recibido la aplicacion de
herbicida glifosato.

3 Dentro de lote de trigo. 25+1,6 plm?
Establecimiento El Coraje.

SMA 5,6 San Mayol Dentro de lote de soja RR. >500 plantas

7 Junto a molino, esquina  ~50 plantas
de lote
REG 8 Dentro de lote de soja RR. >500 plantas
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Figura 4.1: Distribucion geografica de los distintos sitios donde fueron halladas plantas

ferales de Brassica napus con resistencia a glifosato.
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134



Figura 4.2: Arriba: Ubicacion de la poblacién de Brassica napus GER en la primavera
del 2012, en los sitios de exploracién 1y 2. Abajo: Vista de la poblacion GER en el sitio
1. Se observan dos cohortes: plantas en emergencia al frente y en madurez en la parte

posterior.
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Caracterizacion morfolégica y quimica

El analisis de los caracteres morfolégicos vegetativos y reproductivos de las plantas de
la accesion correspondieron con lo descripto para B. napus (Tabla 4.4). Los caracteres
cualitativos mas relevantes para diferenciar la especie como color de hojas,
pubescencia, nivel de abrazamiento de las hojas superiores, color de flores,
disposicién de los pimpollos con respecto a las flores abiertas y disposicion de las
silicuas maduras, todos fueron congruentes con B. napus, diferencidndose de la
especie silvestre B. rapa. El largo del rostro y la relacion rostro/valva estuvieron
comprendidos entre los valores de 0,8 a 1,0 cm y 0,20 a 0,17 citados para B. napus
(Mulligan, 1995). La accesion GER presento6 rostro de 0,97 cm y relacion rostro/valva
0,21; sin diferenciarse de los mismos parametros medidos en la colza B. napus.
Ambos grupos se diferenciaron de B. rapa que presenté un rostro de 1,27 cm y una
relacién rostro/valva de 0,37. También se observd un alto nivel de producciéon de
semilla por autofecundacién bajo condiciones de ausencia de polinizadores en el

invernadero.

El andlisis quimico de las semillas de GER mostré un perfil acidico que no se
diferenci6 al de variedades mejoradas de colza-canola (Figura 4.3). En especial, los
valores de 4&cido erdcico (22:1) y glucosinolatos fueron congruentes con los
observados en canola. Los niveles de acido oleico (18:1) fueron elevados, sin
diferenciarse de las variedades de B. napus, pero significativamente mas alto que el
de las poblaciones naturales de B. rapa. No se encontraron diferencias significativas
entre ninguna de las accesiones para los valores de acido linoleico (18:2) y linolénico
(18:3). En el resto de los acidos grasos del perfil acidico los valores de GER se
asemejaron a los de las variedades de B. napus, y ambos se diferenciaron de B. rapa.
Esta diferencia fue notable también en la proporcidn de &cido eicosenoico (20:1), otro
acido graso indeseable de cadena larga, que en las variedades mejoradas de colza-
canola (y en la accesion GER) mostr6 escasa presencia (Ahuja y Banga, 1993;
Agnihotri et al., 2007). El andlisis de componentes principales de nueve caracteres
cuantitativos morfoldgicos y quimicos ubicaron a GER junto con las variedades de B.

napus analizadas (Figura 4.4).
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Tabla 4.4: Caracterizacidbn morfoldgica de la accesion feral de Brassica napus GER

criada en el campo experimental del Departamento de Agronomia, comparada con

poblaciones naturales de B. rapa y variedades comerciales de colza B. napus.

DESCRIPTORES GER B. napus B. rapa
Ancho cotiledén (cm) 2,23+x0,05a 2,28+0,03 a 1,80+£0,02 b
Color hoja inferior 70+00b 70+0,0b 20+0,0a
Pubescencia hoja inferior 0,0£0,0b 0,0£0,0b 44+01a
Tricomas hoja inferior 0,0x£0,0b 0,0£0,0b 0,9+0,1a
Abrazamiento hoja superior 20+£0,0b 20+£000b 35+£0,1a
Color pétalos 20+£0,0b 20+£000b 3,0£0,0a
Disposicion pimpollos 3,0+0,0a 3,0+0,0a 1,0£0,0b
Largo silicua (cm) 559+0,18 a 572+0,22 a 4,82+0,07b
Rostro silicua (cm) 0,97 0,04 b 0,99+0,04b 1,27 £ 0,04 a
Relacion rostro/valva 0,21+0,01b 0,23+0,01Db 0,37+0,01la
Disposicion silicuas 40+0,0a 40+00a 3,0£0,0b
Biomasa de semilla (mg pl™?) 3,25+0,04 a 358+0,13 a 1,12+ 0,04 b

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Figura 4.3: Caracterizacién quimica de los granos de la poblacion feral de Brassica
napus GER, de poblaciones naturales de B. rapa (5) y de variedades de colza B.
napus (5). Acidos grasos oleico, erlcico y materia grasa sobre sustancia seca (S.S.S.)
expresados como porcentaje, glucosinolatos como pmoles totales por gr de muestra
en base 8,5%.
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Figura 4.4: Andlisis de componentes principales (ACP) de accesiones de colza

Brassica napus, poblaciones naturales de nabo B. rapa y de la poblaciéon feral GER

mediante siete parametros cuantitativos medidos en plantas desarrolladas en su

habitat natural. Los vectores representan las variables estudiadas.
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Parametros: P1000=peso de mil granos (g); Mat grasa=% de materia grasa S.S.S.;

Rostro=largo del rostro de las silicuas (cm); R/V=relacion rostro valvas de las silicuas;

Ertcico=% de &cido erucico; Glucosinolatos=mmoles de glucosinolatos por gr de

muestra base 8.5%; Sm/silicua=numero de semillas por silicua.

Material genético: GER: poblacion feral de B. napus, NEX, BNO113: variedades

comerciales de colza-canola y BN0513: voluntario de colza-canola. BR0213, BR0313,

BR1213: poblaciones naturales de B. rapa.
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Caracterizacion de la resistencia

Las accesiones de B. napus feral GER, SMA y REG fueron resistentes al glifosato,
aplicado a doble dosis comercial. La supervivencia fue cercana o superior al 90% en
todos las accesiones evaluadas, diferenciandose de la colza convencional cuyas
plantas mostraron sintomas severos de fitotoxicidad por accion del herbicida. No se

encontraron diferencias significativas entre las accesiones ferales (Tabla 4.5).

El ensayo de dosis-respuesta confirmé que la accesion GER present6 elevada
resistencia a glifosato, y fue significativamente diferente a la variedad comercial de
colza (BNC) usada como control (Figura 4.5). La supervivencia de la accesion GER
fue mayor al 70% incluso a mas de 15 veces la dosis comercial de glifosato. En
cambio, la supervivencia de la variedad BNC fue reducida un 75% a media dosis (0,65
kg e.a. ha'). La DLs, de GER fue de 27,40 kg e.a. ha™ (mas de 21X), mientras que la
de NEX fue de 0,48 kg e.a ha*, lo que constituyé un factor de resistencia de 57 (Tabla
4.6).

Los resultados de este andlisis fueron similares a los obtenidos a partir de la materia
seca (Figura 4.5). Se estim6 un valor de GRs, para la accesién BNC de 14,76 kg e.a.
ha™. En cambio, la variedad convencional de colza BNC present6 un GRs, de 0,05 kg
e.a. ha', un tanto menor a la observada mediante los datos de supervivencia, por lo

que el factor de resistencia se ubic6 en 311 (Tabla 4.6).

Tabla 4.5: Supervivencia y materia seca de las accesiones de Brassica napus feral
GER, SMA y REG y una variedad de colza convencional (BNC), a la aplicacion de

glifosato a doble dosis comercial, expresada como porcentaje del control.

Accesion Supetrvivencia (%) Materia seca (%)
BNC 0,0£0,0b 0,0£0,0b
GER (Sitio 1) 100,0+0,0 a 88,0+58a
SMA (Sitio 7) 96,9+24a 89,8+42a
REG (Sitio 8) 86,3+6,3a 103,0+ 11,7 a

Para cada columna, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Figura 4.5: Curvas de dosis-respuesta de la poblacion feral de Brassica napus (GER) y
una variedad de colza convencional BNC a la aplicacién de un rango amplio de dosis
de glifosato. Arriba expresada en porcentaje de supervivencia, abajo como materia

seca. Cada punto representa la media de cuatro repeticiones conteniendo 10 plantas
cada una.
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Tabla 4.6: ParAmetros de las ecuaciones de regresion no linear ajustadas para la
supervivencia de la accesion de Brassica napus resistente (GER) y una variedad de
colza convencional (BNC) a la aplicacion de glifosato, expresadas como porcentaje de

supervivencia y materia seca. Se estimaron también los niveles comparados de

resistencia.
L. e a
Accesion b d (DLso 0 GRs0) FR
. . BNC 3,46 97,65 0,48
Supervivencia
(%) 56,87
GER 2,95 96,14 27,40
. BNC 0,84 737,53 0,05
Materia seca
9 310,94
(mg pI™) GER 1,58 446,29 14,76

Parametros: b=pendiente de las curvas alrededor de e, d=limite superior de las curvas,
e=punto de inflexioén de las curvas, DLs,=dosis de glifosato (kg e.a. ha™) requerida para
reducir en un 50% la supervivencia de las plantas, GRs,=dosis de glifosato (en kg e.a.
ha®) requerida para reducir en un 50% la materia seca de las plantas, FR=factor de
resistencia (DLso 0 GRso RS/DLsy 0 GRso Su).

Deteccién del transgen mediante test inmunolégico

La totalidad los individuos de GER y SMA muestreados mostraron respuesta positiva
al test, confrmando que poseian la enzima CP4 EPSPS proveniente de A.
tumefaciens (Figura 4.6). Por su parte, los individuos de la variedad NEX mostraron
ausencia de la proteina. El test también identificé la presencia de la enzima CP4
EPSPS en la variedad de soja DM4612 y en el hibrido de maiz ARV2180, ambos con

resistencia transgénica al herbicida.
Base molecular de la resistencia

Todos los individuos muestreados de la accesion GER con fenotipo resistente
amplificaron el fragmento de 108 pb (Figura 4.7). Este hallazgo concuerda con la
hipotesis que las poblaciones ferales de B. napus resistentes a glifosato contiene el
transgén correspondiente al evento GT73. En cambio, los cinco individuos de la
variedad convencional NEX no amplificaron este fragmento. ElI microsatélite amplifico
productos en todos los individuos analizados, confirmando asi que la PCR fue

correcta. Ademas los patrones de bandas permitieron diferenciar B. napus de B. rapa.
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Figura 4.6: Resultados del test inmunologico. Tres individuos negativos de una
variedad convencional de Brassica napus (izquierda), seis individuos positivos

correspondientes a la accesion GER (centro) y cinco individuos positivos de SMA

(derecha).
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Figura 4.7: Patron de bandas amplificados con el primer RT73 para una variedad de
colza convencional (calles 1-5) y para la poblacién de Brassica napus feral GER
(calles 6-9). Se incluyeron dos plantas de distintas poblaciones naturales de B. rapa
(BR) (calles 10-11).
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Control quimico

A dosis comercial, todos los herbicidas evaluados lograron un completo control de la
accesion resistente GER (Tabla 4.7). Los herbicidas inhibidores de la AHAS
(imazetapir, imazapir, clorimurén y diclosulam) fueron mas lentos en la aparicion de
sintomas y dejaron material vivo remanente, si bien los apices de crecimiento
resultaron totalmente dafados. Los herbicidas hormonales 2,4-D y fluroxipir fueron
altamente efectivos, de rdpida accion y mataron completamente a las plantas. La

mezcla de saflufenacil e imazetapir fue igualmente efectiva.

Tabla 4.7: Supervivencia de la poblacion feral de Brassica napus GER y una variedad
de colza convencional (BNC), a la aplicacién de herbicidas alternativos al glifosato a

dosis comercial.

Herbicida Supetrvivencia (%)
Principio activo Nombre comercial BNC GER
Imazetapir Pivot 0,0+0,0 0,0+0,0
Imazapir Arsenal (Clearsol) 0,6+0,6 0,0£0,0
Clorimurén Backup 0,6 +0,6 0,0+0,0
Diclosulam Spider 0,0£0,0 0,0£0,0
Bentazoén Basagran 0,0+0,0 0,0+0,0
2,4-D (Sal) Genérico 0,0£0,0 0,0£0,0
Fluroxipir Starane 0,0+0,0 0,0+0,0
Saflufenacil + Imazetapir Heat + Pivot (Optill) 0,0£0,0 0,0+£0,0
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DISCUSION

Las poblaciones de Brassica sp. no controladas por glifosato a nivel de campo
mostraron elevada resistencia a este activo en ensayos bajo condiciones controladas,
llegando a dosis 30 veces por encima de la dosis comercial. El perfil de resistencia de
la accesiéon GER medido en el invernadero fue equivalente al observado por Nandula
et al. (2007) en una variedad de colza-canola genéticamente modificada con
resistencia a glifosato (Hyola 514RR). La caracterizacion morfolégica y quimica de las
plantas de GER permitieron identificar la especie como B. napus, con ciertos

caracteres que la asemejan a variedades cultivadas de colza-canola.

Debido a la aparente ausencia de otros mecanismos de resistencia a glifosato en B.
napus (como mutagénesis 0 cruzamiento con parientes que posean mutaciones
naturales), al elevado factor de resistencia del biotipo y la confirmacién mediante el
método inmunolégico y analisis molecular, se comprobd que se trataba de plantas de
B. napus transgénicas. El origen de este biotipo es incierto, debido a la prohibicién
existente en nuestro pais para el cultivo de variedades con el evento de transgénesis

gue confiere resistencia a glifosato.

Este descubrimiento podria sugerir que la resistencia a glifosato podria provenir de
cultivos de colza transgénica realizados de manera informal en el pais o de individuos
ingresados como contaminante de semilla importada antes de 2007, afio a partir del

cual se solicita analisis probatorio de ausencia de material OGM (SENASA, 2007).

Los productores y profesionales consultados adjudicaron la aparicion y dispersion de
la poblacion al ingreso de maquinarias contratadas. Ello no puede descartarse ya que
se conoce que la maquinaria agricola puede participar en la dispersién de malezas
(Thill 'y Mallory-Smith, 1997; Benvenuti, 2007; Michael et al., 2010). Por las
caracteristicas de las semillas de B. napus, este es un suceso habitual en esta especie
(Von der Lippe y Kowarik, 2007, Bailleul et al., 2012; Alinut et al., 2013). El hallazgo de
estas poblaciones en lotes que posiblemente compartieron la misma maquinaria

agricola, esta en concordancia con estas observaciones.

Las poblaciones ferales de B. napus halladas en otras partes de mundo aparecen
frecuentemente en ambientes ruderales, en lugares con intenso cultivo de colza
(Devos et al., 2012). En algunos casos, se ha observado la persistencia de estas

poblaciones durante varios afios, involucrando procesos de cambios de densidad,
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extincién, recolonizacion y movimiento de comunidades (Crawley y Brown, 1995;
Crawley y Brown, 2004). Pivard et al. (2008) demostraron que la persistencia de
poblaciones ferales podia ser adjudicada en iguales proporciones al aporte constante
de semillas desde lotes cultivados cercanos, como a la persistencia de la semilla en el
banco del suelo. Pero ademéas observaron que en un porcentaje menor, las

poblaciones podian autoperpetuarse por reclutamiento local.

Los voluntarios de B. napus son usuales en areas de cultivo de colza-canola del oeste
de Canaday en los Estados Unidos, donde se la considera una maleza esporadica. En
Canada4, la apariciéon de plantas voluntarias de B. napus ha aumentado en las Ultimas
tres décadas, considerandose una de las 10 malezas mas comunes para mediados de
los '90 (Gulden et al., 2008; Simard et al., 2002). Sin embargo, se carece de estudios
sistematicos sobre invasividad, interferencia y movimientos de B. napus como maleza
ruderal. Es por esto que el caso presentado en este capitulo reviste caracteristicas tan
particulares. Si bien la presencia de plantas ferales de B. napus ha sido denunciada en
paises donde el cultivo de colza transgénica estaba prohibido (Saji et al., 2005;
Schoenenberger y D'Andrea 2012; Hecht et al., 2014), en todos estos casos el
procesamiento de semilla transgénica estaba permitido. Estas plantas aparecieron
precisamente en zonas de manipuleo de semilla como puertos, carreteras y vias
férreas. En nuestro pais las plantas transgénicas fueron detectadas en ambientes
tipicamente ruderales, actuando como maleza y moviéndose varios kilometros sin que

se realizaran cultivos de colza.

La experimentacion mostré que existen alternativas para el control de las poblaciones
ferales resistentes a glifosato en varias situaciones y cultivos. En soja RR, el uso de
herbicidas inhibidores de la AHAS (imazetapir, clorimurén y en pre-emergencia
diclosulam) puede ser recomendada. En cereales de invierno, el 2,4-D demostro ser
muy efectivo y podria usarse para control temprano de la primera emergencia de la
poblacién. En estados mas avanzados del cultivo, el fluroxipir seria recomendado para
controlar los nacimientos posteriores que son los que causaron mayores problemas y
se escaparon al control temprano con sulfonilureas realizado habitualmente en trigo. El

saflufenacil en mezcla con imazetapir fue igualmente efectivo.

Los herbicidas evaluados en el desarrollo de esta investigacion fueron empleados en
un lote invadido por este biotipo, y resultaron efectivos para controlar la poblacion. El

monitoreo de los lotes invadidos en el otofio de 2014 mostré completa eliminacion de
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la poblacibn GER en el sitio 1. La rotacion de herbicidas fue modificada por el
productor con respecto a afios anteriores a la deteccion de la maleza. En este caso
utilizé 2,4-D y dicamba en cereales de invierno, e imazetapir y clorimurén en la soja,
complementando al glifosato. Por el contrario, en el sitio 3 no se realizé ninglin cambio
de manejo y se continué con el manejo convencional basado en el uso intensivo de
glifosato. En este lugar, se comprobo la presencia y dispersion de la poblacién feral de
B. napus, que se habia extendido por todo el lote donde se lo localiz6 en 2012 y
también hacia un lote vecino. Se estimé un tamafio poblacional de mas de 100.000

plantas de B. napus.

La presencia de poblaciones ferales de B. napus con resistencia a glifosato en
Argentina reafirma la conveniencia de rotar el empleo de herbicidas con diferente sitio
de accion. La invasividad de estos biotipos ferales en ambientes agricolas se ve
aumentada por la presencia de resistencia a herbicidas. Este caracter le confiere una

clara ventaja en sistemas agricolas basados en el empleo intensivo de glifosato.
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Capitulo 5: CARACTERIZACION DE POBLACIONES NATURALES DE Brassica
rapa CON RESISTENCIA TRANSGENICA A GLIFOSATO Y RESISTENCIA A
HERBICIDAS INHIBIDORES DE LA ENZIMA AHAS

Brassica rapa L. es una especie anual de la familia de las brassicaceae (cruciferas),
cultivada desde hace siglos como horticola u oleaginosa (Warwick, 2011). Es una de
las seis especies de Brassica cultivadas, cuyas relaciones filogenéticas fueron
descriptas por el botanico coreano Woo Jang-choon, en lo que se dio a conocer como
el tridngulo de “U”. Se considera que tras cruzas interespecificas naturales con B.
oleracea (coles o repollos), B. rapa dio origen a la especie cultivada B. napus (colza)
(Gupta y Pratap, 2007; Allender y King, 2010; Iniguez-Luy y Federico, 2011; Prakash et
al., 2012).

Brassica rapa es la primer especie brasicacea que fue domesticada. El centro de
origen mas aceptado es el Creciente Fértil, que abarca las regiones de los actuales
paises de Iran, Irak y Turquia. Otros autores consideran que el area nativa de B. rapa
se extiende desde el Mediterraneo a toda Europa, centro de Asia y el cercano Oriente
(Gomez-Campo y Prakash, 1999). La especie presenta grupos definidos o
subespecies, diferenciados por sus caracteristicas morfolégicas. El tipo oleifero es
utilizado como colza-canola principalmente en el oeste de Canada, donde se la conoce
como turnip rape o “colza tipo polaco”. Otros grupos estan formados por subespecies
cultivadas por sus hojas (col china, Pak-choi, Pet-sai) 0 sus raices carnosas (nabo).
Actualmente se reconocen dos amplias razas, con centros de origen independientes.
El centro Occidental dio origen a las formas oleaginosas y de raices engrosadas, y el
centro oriental a las formas horticolas (Gémez-Campo y Prakash, 1999; Prakash et al.,
2012).

La forma silvestre de B. rapa, de la cual se originaron las variedades de nabo
alimenticio y colza tipo polaco, es un biotipo altamente invasor de una amplio nimero
de cultivos en todo el mundo (Gulden et al.,, 2008). En regiones templadas de
Sudamérica y en especial en la regibn pampeana argentina, esta especie es una
maleza agresiva, conocida como nabo o nabo silvestre. Es una planta que prefiere
habitats disturbados, presente con frecuencia en potreros, rastrojos de cultivos, a la
vera de caminos y otros terrenos modificados (Marzocca et al., 1976). En Argentina

esta presente en todas las provincias del pais (Martinez-Laborde, 1999).

En nuestro pais la importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida
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desde la década del 30 (Ibarra, 1937), época en la cual se comenzaron a aprovechar
las poblaciones naturales de nabo para la producciéon de aceite industrial. La
abundancia de B. rapa como maleza de trigo y lino era tal, que la sola separacion de
sus granos pagaba el trabajo de limpieza y hasta el costo de la produccién del cereal
cosechado. Debido a la caida de los precios de los cereales, y a los buenos
rendimientos del nabo, llevé al gobierno nacional a incentivar la siembra de la maleza
como un cultivo por si mismo. El grano de nabo cotizé en la Bolsa de Cereales hasta la
década del 60 (Tenembaum, 1937; Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008).

El flujo génico es el proceso que culmina con la incorporaciéon de genes de una
poblacion dentro de otra. Las plantas voluntarias, las poblaciones ferales y los
parientes silvestres, sexualmente compatibles, representan vias a través de las cuales
podrian penetrar en las poblaciones naturales algunos rasgos presentes en los
cultivos. Esas poblaciones son consideradas reservorio potenciales de rasgos

genéticamente modificados (Ellstrand, 2003; Andersson y de Vicente, 2010).

La probabilidad de transferencia de genes entre las distintas Brassica es relativamente
alta debido a la compatibilidad cruzada de los miembros del triangulo de U.
Numerosos estudios han demostrado que las cruzas interespecificas pueden resultar
en hibridos exitosos. Las cruzas con mayor propension al flujo génico estarian dadas
por las que involucran a B. rapa y B. napus. En poblaciones de B. rapa creciendo
afuera de cultivos de B. napus, la frecuencia de hibridacion observada ha sido baja
(0,4-1,5%). Sin embargo, cuando B. rapa actla como madre y se encuentra aislada
como maleza dentro de los cultivos de B. napus la frecuencia de hibridacién puede ser
sustancialmente mayor (56-93%) (FitzJohn et al., 2007; Devos et al., 2009).

La colza tipo argentino, B. napus, se destaca por su elevada participacion en la
producciéon mundial de aceites comestibles (FAOSTAT, 2015). El cultivo cuenta con
variedades transgénicas resistentes a glifosato en Canada, Estados Unidos, Australia
y Japén (James, 2012), pero en nuestro pais fueron prohibidas debido a las
restricciones que implica la existencia de parientes silvestres naturalizados con los
cuales puede haber flujo genético (SAGPyYA, 1997; SENASA, 2007).

La primer variedad de colza resistente a herbicida fue obtenida en 1984 utilizando
métodos tradicionales de fitomejoramiento. Para obtenerla, se realizaron retrocruzas
con una poblacién de B. rapa silvestre, naturalmente resistente a triazinas (Beversdorf

et al., 1980). En 1995 se registrd la primera variedad transgénica resistente a glifosato,
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desarrollada por Monsanto (James, 2012). Entre los cultivares de B. hapus resistentes
a herbicidas actualmente se incluye la resistencia a los herbicidas glifosato, glufosinato
e imidazolinonas. Estas variedades fueron adoptadas rapidamente y actualmente
ocupan mas del 85% de la superficie de colza en el mundo (Hall et al., 2005; James,
2012).

Desde la liberaciébn de las primeras variedades de B. napus transgénicas, se
multiplicaron los estudios sobre flujo génico con especies emparentadas, con el
objetivo de dimensionar los riesgos de que el transgén se trasmitiera a poblaciones
silvestres (Tabla 5.1) (Jargensen y Andersen, 1994; Brown y Brown, 1996; Snow et al.,
1999; Warwick et al., 2003).

La mayor probabilidad de flujo génico entre variedades transgénicas de B. napus con
otras brasicaceas fue encontrada con poblaciones de B. rapa (Warwick et al., 2003;
FitzJohn et al., 2007). Los primeros trabajos realizados con variedades transgénicas
resistentes a glufosinato, demostraron que las cruzas espontaneas con B. rapa
producian hibridos viables, de reducida fertilidad masculina, pero que eran capaces de
dejar descendencia. También comprobaron que las cruzas reciprocas llevan a la
introgresion del transgen en plantas morfolégicamente indistinguibles de B. rapa, y con
la pérdida del genoma C proveniente de B. napus (Jgrgensen y Andersen, 1994).
Diversos trabajos realizados con variedades transgénicas de B. napus con resistencia
a insectos lepidopteros (Bt), reforzaron estos resultados, encontrandose valores de

hibridacion en ensayos a campo de entre 0,7 y 16,9% (Halfhill et al., 2002).

En Canad4, uno de los primeros paises en introducir el cultivo de variedades
transgénicas de B. napus, se realizaron relevamientos de poblaciones naturales de B.
rapa localizadas cercanas a cultivos comerciales de colza transgénica resistente a
glifosato. En uno de estos relevamientos la tasa de hibridacion alcanz6 el 13,6%
(Warwick et al., 2003). Los hibridos encontrados presentaban el transgen de
resistencia a glifosato, reducida fertilidad del polen, estructura genémica intermedia y
la presencia de marcadores especificos para las dos especies parentales. Sin
embargo, en una de estas poblaciones naturales fue hallado un individuo introgresado,
gue presentaba el transgen de resistencia y nivel de ploidia de B. rapa, sin marcadores
de B. napus. No solo se confirmé la hibiridaciébn entre B. napus y B. rapa y la
introgresion del transgen de resistencia a glifosato en la poblacién silvestre, sino

ademas la persistencia del transgen en la naturaleza por mas de seis afios, sin la
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presion de seleccién del herbicida (Warwick et al., 2008). Otros relevamientos a mayor
escala en Canada, encontraron en cada una de las poblaciones estudiadas creciendo
en los bordes de méas de 70 lotes cultivados con B. napus transgénica, evidencias de
hibridacion de entre 1,1y 17,5% (Simard et al., 2006).

Estos hallazgos bajo condiciones naturales confirman la capacidad reproductiva de los
hibridos y las generaciones avanzadas producto de la cruza entre las dos especies de
Brassica observadas en ensayos controlados. Si bien la fertilidad masculina de los
hibridos es baja, se ha hallado que pueden ser reproductivamente tan exitosos como
sus progenitores (Hauser et al., 1998). Los hibridos presentan caracteristicas
morfologicas similares a B. rapa y segregan para los caracteres de autocompatibilidad
(Warwick et al., 2003), por lo que los genes de resistencia a herbicidas podrian
permanecer en las poblaciones silvestres de forma encubierta. Snow et al. (1999) no
encontraron diferencias en la produccion de semillas entre plantas transgénicas y no
transgénicas en la tercera generacion de retrocruzas. Mas aun, la fertilidad del polen y
la produccién de semillas de estas plantas BC3 fue similar a la de los individuos de B.

rapa puros.

En regiones donde esta autorizado el cultivo de colza transgénica, como en Canada y
Estados Unidos, suelen ocurrir poblaciones ferales de B. napus genéticamente
modificadas (Yoshimura et al., 2006; Knispel and McLachlan, 2010; Schafer et al.,
2011; Devos et al., 2012). Ello también se ha observado en zonas portuarias, caminos
y vias férreas de regiones en las cuales el cultivo de variedades transgénicas estaba
prohibido (Japén, Bélgica, Suiza), posiblemente debido a la dispersién de propagulos
por el manipuleo y transporte de granos importados (Saji et al., 2005; Schoenenberger
and D'Andrea, 2012; Devos et al., 2012; Hecht et al., 2014). En las mismas zonas
donde se han encontrado poblaciones ferales de B. napus transgénica, se ha
comprobado la presencia de hibridos con la especie silvestre B. rapa, y transferencia
del transgen de resistencia a glifosato (Warwick et al., 2003; Yoshimura et al., 2006;
Simard et al., 2006; Warwick et al., 2008; Aono et al., 2011).

En 2012 fueron halladas poblaciones ferales de B. napus con resistencia a glifosato en
lotes sin registros de cultivo de colza-canola, en el sudeste de la provincia de Buenos
Aires. Al mismo tiempo, se constatd la existencia de poblaciones de B. rapa (nabo
silvestre) en la misma zona, que no eran controladas con la aplicacién de glifosato a

dosis comercial. Los objetivos de este capitulo fueron caracterizar las poblaciones
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ferales de Brassica sp. resistentes a glifosato, realizar la clasificacién taxénomica de
las accesiones, determinar el perfil de resistencia y el origen de la misma, y evaluar
distintas medidas de control alternativo. La hipétesis es que las poblaciones ferales de
Brassica sp. presentaran resistencia a glifosato de origen transgénico, que podra ser

detectada mediante diversas técnicas.
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Tabla 5.1: Evidencias de flujo génico entre variedades de Brassica napus transgénicas y poblaciones silvestres de B. rapa.

Pais

Dinamarca

Canada

USA

China

Japon.

Método de
hibridacion

Natural

Acrtificial

Natural

Natural
Natural

Natural

Acrtificial

Avrtificial
Natural

Avrtificial
Natural

Natural

Ambiente

Campo experimental

Invernaculo

Campo experimental
Lotes comerciales

Campo experimental
Lotes comerciales

Lotes comerciales

Invernéaculo

Invernaculo
Campo experimental

Invernéculo
Campo experimental

Banquinas de
caminos

Evento transgénico

Resistencia a glufosinato

Resistencia a glufosinato

Resistencia a glifosato

Resistencia a lepidopteros
Resistencia a glifosato

Resistencia a glifosato
Resistencia a glufosinato

Resistencia a glufosinato

Resistencia a lepiddpteros

Resistencia a glifosato
Resistencia a glufosinato

Resistencia a glifosato

Generaciones

F1.
F1, BC1, BC2,

BC3.
F1.

F1, BC1.
F1, BC.
F1.

F1.
F1, BC1, BC2.

F1.

F1.

Tasa de
hibridacion

9%

6,5-8,3%
13,6%

2-37,2%
15,8-15,9%
1,1-17,5%

4,7-5,1%

0-94,3%
0,7-16,9%

0,04-0,41%

2 plantas
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cria

Entre 2012 y 2014, se colectaron tres accesiones de B. rapa que habian resistido la
aplicacion comercial de glifosato en lotes cultivados del sudeste de Buenos Aires. Una
poblacién fue hallada en un campo cercano a la localidad de La Dulce, partido de
Necochea (LDU). Otra poblacién fue localizada en un establecimiento del partido de
Balcarce (BAL-R), fructificando dentro de un lote de soja RR. Otra extensa poblacién
fue hallada en un lote perteneciente al establecimiento Morales (MOR), cercano a la
localidad de Necochea. Esta accesion, que fue notificada por el técnico responsable,
formaba extensas poblaciones en un barbecho, donde no habia sido controlada por el
herbicida. Se tomaron datos poblacionales mediante la escala semi-cuantitativa
desarrollada por Domin-Krajina (Mueller-Dombois y Ellenberg, 1974). Como control se
utilizé una poblacion (JUA) hallada en un bajo no cultivado, sin presién de seleccion
por herbicidas, y de probada susceptibilidad. Los registros histéricos del manejo
agricola del lote fueron provistos por los productores y/o responsables técnicos de los

establecimientos.

Para todos los ensayos, salvo que se indique lo contrario, la progenie de las
accesiones fue criada en macetas de 15 cm de diametro, en una mezcla de suelo y
sustrato (Grow Mix® Terrafertil), a razén de 10 plantas por maceta. Las macetas se
mantuvieron bajo condiciones controladas en invernadero, con dos riegos diarios. Se
aplicé un fertilizante liquido grado 5-3-3 (Chase LI 533) y urea a razén de 10 L hay 50
kg ha* respectivamente. Ademas se realizaron aplicaciones periddicas de imidacloprid
al 35% (Punto 35 Gleba, SC, 0,5 mL ha™), para el control de pulgén ceniciento de las

coles (Brevicoryne brassicae).

Caracterizacion morfolégica y guimica

Se tomaron datos morfologicos de los individuos de las accesiones LDU y BAL-R. La
progenie de los individuos sobrevivientes a la aplicacion del herbicida en el campo fue
criada en el campo experimental del Departamento de Agronomia. Se tomaron datos
taxondémicos para confirmar la clasificacion de la especie de acuerdo a Mulligan (1995)
y Gulden et al. (2008). Como control se emplearon plantas de dos variedades
comerciales de colza y dos poblaciones ferales de B. napus y seis poblaciones

naturales de nabo silvestre (B. rapa) de la misma regién bajo estudio, sin resistencia a
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glifosato.

Las poblaciones fueron sembradas en bandejas multicelda con sustrato comercial
Growmix (Multipro) y criadas en invernaculo con luz natural, riego diario y a
temperatura de 20-25 °C. En el estado de B4 de la escala CETIOM (Arnoud, 1989), en
el mes de julio, las plantas fueron trasplantadas al campo experimental, bajo un marco
de plantacién de 0,3 x 0,5 m. Se utilizaron descriptores cuantitativos y cualitativos
desarrollados por el Comité Internacional de Recursos Genéticos Vegetales,
desarrollados en el capitulo 1 (IBPGR, 1990). Los datos cuantitativos fueron
analizados mediante ANOVA y las medias fueron comparadas con el test de Tukey (p
<0,05). Los datos cualitativos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Para todos los andlisis se utilizé el software estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2015).

Se determiné el contenido de materia grasa y el perfil acidico sobre una muestra de
granos colectada en el habitat natural. Como control se emplearon granos de
variedades de colza (B. napus) y de poblaciones naturales de nabo silvestre (B. rapa).
La materia grasa se determind mediante resonancia magnética nuclear y el perfil de
acidos grasos por cromatografia gaseosa. Los analisis fueron realizados por la

Camara Arbitral de Cereales de Bahia Blanca.

Caracterizacion de la resistencia a glifosato

Se evalud la resistencia a glifosato de las accesiones de B. rapa mediante un ensayo
de screening que fue repetido en dos afos. Se aplicd glifosato (sal amonica, formulado
al 39,6%) a doble dosis comercial (X=1,29 kg e.a. ha'=3,7 L P.C. ha). La aplicacién
fue realizada al estado B3-B4, 42 dias luego de la emergencia de las plantas, usando
un equipo de CO, a presion constante, con pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001
EVB), velocidad de 1,54 km h* y caudal de 127 L ha. La supervivencia se evalué
cuatro semanas después de la pulverizacion utilizando una escala de dafio visual, de
acuerdo al siguiente detalle: 1 = sin dafio, 2 = < 25% dafo, 3 = 26 - 75% dafio, 4 = >
75% dafio, 5 = muerte de plantas (adaptado de Moss et al, 1999). La respuesta fue
expresada como porcentaje de supervivencia y las accesiones se designaron
resistentes si el 20% de los individuos sobrevivian al herbicida (Moss et al., 1999). A
los 40 dias luego del tratamiento se corté todo el material vegetal vivo y se llevd a
estufa a 60°C hasta peso constante, para calcular la materia seca. Se utilizé un disefio

completamente al azar con cuatro réplicas. Analisis de ANOVA y comparacion de
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medias (test Tukey) fueron realizados con el software Infostat. Para el analisis de los
resultados, los valores expresados en porcentaje fueron transformados de acuerdo a

la siguiente ecuacion:
y = arcsen (x + 0,5)*?[Ecuacion 1]

Se caracterizo el nivel de resistencia a glifosato de las accesiones LDU y BAL-R
mediante un ensayo de dosis-respuesta. Se aplicé un rango de dosis de glifosato (sal
amonica, formulado al 39,6%) correspondientes a 1/10, 1/2, 1, 2, 10, 20 y 30 veces la
dosis comercial (X=1,29 kg e.a. ha'=3,7 L P.C. ha). En el control (JUA) las dosis
utilizadas fueron 1/100, 1/50, 1/10, 1/2,1, 2,y 5 X.

Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas. La supervivencia se
evalu6 cuatro semanas después de la pulverizacion, de la misma forma que en el
ensayo de screening. Los datos se ajustaron a un modelo de regresion log-logistico no
lineal con tres parametros y a un modelo Weibull tipo 1. Las curvas de dosis-respuesta
se realizaron utilizando el paquete drc del software estadistico R3.2.2 (R Core Team,
2015). Se estim0 la dosis requerida para matar el 50% de las plantas (DLso). Este valor
fue utilizado para calcular el factor de resistencia (FR), definido como la relacién entre
las DLso de los biotipos resistente y susceptible (DLso Rs/DLso Su). La ecuacion del

modelo log-logistico utilizada fue:
Y=d/1+exp{b[log(x)—log(e)]} [Ecuacion 2]

La ecuacion del modelo Weibull tipo 1 utilizada fue:
Y =d (exp {-exp [b(log(x) — log(e))]}) [Ecuacién 3]

donde Y fue la supervivencia expresada en porcentaje, e la DL50, d el coeficiente
correspondiente al limite superior de la curva, b la pendiente de la curva alrededor de
e, y x (variable independiente) la dosis del herbicida (Seefeldt et al., 1995; Nielsen et
al., 2004; Knezevic et al., 2007; Ritz, 2010).

Caracterizacion de la resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima AHAS

Se explord la sensibilidad de las accesiones de B. rapa LDU, BAL-R y MOR a tres
herbicidas alternativos al glifosato, pertenecientes a distintas familias quimicas de
inhibidores de la enzima AHAS. Se aplicé imazapir (X=80 g p.a. ha™), metsulfurén (X=6
g p.a. ha') y diclosulam (X=25,2 g p.a. ha?), a doble dosis comercial (2X), en igual

forma que para el ensayo de dosis-respuesta. Se evalud dafio visual y materia seca, y
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se analiz6 mediante anova y test de comparacion de medias (Tukey), con el paquete

estadistico Infostat.

Se caracteriz6 el nivel de resistencia de la accesién de B. rapa LDU a herbicidas
inhibidores de la enzima AHAS mediante un ensayo de dosis-respuesta. Se aplicaron
un rango de dosis del herbicida imazapir (X=100 g p.a. ha™) y metsulfurén (X=6 g p.a.
ha?). La aplicacion fue realizada al estado B3-B4, usando un equipo de CO; a presion
constante, con pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001 EVB), velocidad de 1,45 km
h*y caudal de 161 L ha™.

Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro réplicas. La supervivencia se
evalu6 cuatro semanas después de la pulverizacion utilizando una escala de dafio
visual, y la respuesta fue expresada como porcentaje de supervivencia. Los datos se
ajustaron a un modelo de regresién log-logistico no lineal con tres pardmetros. Las
curvas de dosis-respuesta se realizaron utilizando el paquete drc del software
estadistico R3.0.2 (R Core Team, 2015). Se estimé la dosis requerida para matar el
50% de las plantas (DLso) y el FR.

Deteccién del transgen mediante test inmunolégico

La presencia del transgen de resistencia a glifosato se evalué mediante un kit
comercial (QuickStik™ Kit for Roundup Ready® Canola Leaf & Seed) disefiado para
detectar la expresion de la proteina CP4 EPSPS en los tejidos. Esta proteina, diferente
a la sintetizada por la planta, proviene de la bacteria del suelo Agrobacterium
tumefaciens y reduce la afinidad entre el herbicida y el complejo enzima-sustrato, o
qgue permite que la enzima EPSPS catalice normalmente las reacciones de sintesis de
aminoacidos aromaticos (Arregui y Puricelli, 2008; Green, 2009; Feng et al., 2010).

Se utilizaron hojas frescas de 12 individuos de la accesion resistente a glifosato LDU,
15 individuos de BAL-R y 3 de MOR. Las plantas se encontraban en condiciones de
invernaculo, en el estadio de dos hojas verdaderas. Como control se utilizaron hojas

de 5 individuos del biotipo susceptible JUA.

Control guimico con herbicidas alternativos

Se exploré la sensibilidad de la accesién LDU a cuatro herbicidas alternativos al
glifosato y a los inhibidores de la enzima AHAS (Tabla 5.2). Los herbicidas

comprendieron activos recomendados para los cultivos habituales en la region de
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origen de las accesiones, con varios modos de accion y espectro de control. Se aplic

la dosis recomendada (X) usando un equipo de CO. a presion constante, con pastillas
de abanico plano (TeeJet® 8001 EVB), velocidad de 1,54 km h* y caudal de 127 L ha
!, La aplicacion fue realizada al estado B3-B4, 42 dias luego de la emergencia de las

plantas. La supervivencia de las plantas se evalué 30 dias después del tratamiento y

los datos se expresaron como porcentaje del control sin herbicida, de la misma forma

qgue en los ensayos de resistencia. Se utilizd un disefio completamente al azar con

cuatro réplicas. Andlisis de ANOVA y comparacion de medias (test Tukey) fueron

realizados con el software Infostat.

Tabla 5.2: Herbicidas evaluados para el control quimico de las accesiones de Brassica

rapa con resistencia a glifosato y herbicidas AHAS.

- . 1 Dosis
Herbicida Nombr'e Cultivo Per_lodq ,de Formulado )
comercial aplicacion p.aha?
Soja, maiz, POST: a partir
Bentaz6n Basagran 60 sorgo, arveja, de 1° hoja 600gL* 960,0
pasturas. verdadera.
Trigo, cebada PREE: barbecho
2,4-D L o : - tri
Genérico maiz, sorgo, POST'.U.'g.O’ 602 g L* 451,5
(Sal) barbechos hasta inicio
) encafionado.
Trigo, cebada, .
Fluroxipir Starane centeno, POST: hasta 288 ¢gL* 172,8
hoja bandera.
avena.
Girasol POST:
Aclonifen Prodigio ’ temprana, entre 600 g L™ 480
cebolla.

2-4 hojas.
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RESULTADOS

Condiciones agroecolégicas

La accesion de B. rapa LDU fue hallada por primera vez a fines de 2012, en un
establecimiento cercano a la localidad de La Dulce, partido de Necochea, en el
sudeste de la provincia de Buenos Aires (Tabla 5.3, Figura 5.1). Las plantas se
encontraban en estado de fructificacion dentro de un lote de soja RR. La presencia de
esta poblacién fue comprobada en los dos afios subsiguientes. En 2014 se encontraba
en el mismo lote, esta vez sembrado con avena para verdeo. Se observaron algunas
plantas fructificando en el borde, junto a mostacilla (Hirschfeldia incana [L.] Lagr.-
Foss.). Dentro del lote, las plantas se disponian en un gran parche semicircular con
mas de 200 plantas, ubicado a 20 m del borde SE del lote, y varios parches menores
de entre 20-25 plantas, dispersos en todos los sentidos. Las plantas se encontraban
en multiples estados, desde roseta a floracién avanzada. El lote habia recibido una
aplicacion de 2,4-D a dosis comercial, y los sintomas de fitotoxicidad a este herbicida
en las plantas de B. rapa eran apreciables. También se pudo observar que las plantas
resistentes se habian dispersado a un lote vecino cultivado con soja RR, en donde se

encontraron mas de 20 plantas en estado de madurez.

En el otofio de 2013 las plantas de la accesion BAL-R se encontraban aisladas (<50)
en el estado de floracion a fructificacién, dentro de un cultivo de soja RR. Dentro del
mismo lote, y en cercanias de estas plantas, se observaron plantas de B. napus de
gran porte en estado de roseta. En los bordes de este y otros lotes del establecimiento
se observaron poblaciones combinadas de las dos especies. En general, las plantas
de B. napus se encontraban en estado de roseta, con gran desarrollo vegetativo, en

cambio los individuos de B. rapa se hallaban desde roseta hasta inicios de floracion.

La rotacion de cultivos basica del lote era trigo-soja, registrandose sélo la siembra de
un cultivo de girasol en la década previa. El registro de herbicidas utilizados incluia a
tres SU pero ninguna aplicacion de herbicidas IMI. En toda la década, el sistema
productivo se encontraba bajo siembra directa, predominando el empleo de barbecho
qguimico con glifosato y 2,4-D. El control de malezas en trigo se efectuaba con dicamba
y metsulfurén, y la soja RR era tratada con glifosato. No se registraban aplicaciones de

herbicidas SU durante dos afios consecutivos.

La poblacion MOR era extensa (>1M plantas), se encontraba en estado de floracién y
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habia invadido la totalidad de un lote agricola de 16 ha. De acuerdo al técnico
responsable, la poblacion estaba presente en 2012, aunque con menor densidad y
dispersion (Gopar, com. pers.). Por la distribucion en la entrada al lote, se adjudico el
origen a la limpieza de la maquina cosechadora, usada en la cosecha de girasol. La
preparacion del lote para soja en ese afio se realizé aplicando glifosato y 2,4-D, junto
con clorimurén, siendo ese primer control efectivo. Sin embargo, debido a la
abundante presencia de semillas en el banco del suelo, las plantas continuaron
emergiendo. Los intentos de control se sucedieron con la aplicacion de 1,6 L de
sulfosato, 2,5 L de glifosato + 45 g clorimurén, 4 kg de glifosato ultramax (con el cultivo
de soja en R4), todos estos tratamientos sin efecto notable en el control de la
poblacién de B. rapa. En 2013 se sembr6 cebada en el lote, y se aplico en el barbecho
2,4-D y glifosato, con resultados aceptables. Durante el cultivo también se aplico 2,4-
D, dicamba y metsulfurén, con buen efecto. Pero la segunda camada de plantas
emergié nuevamente, y debié ser controlada con la aplicacion de fluroxipir en hoja
bandera. Luego del cultivo la poblacion emergié nuevamente dispersandose por todo

el lote, como pudo observarse al momento de relevar el lote.

Tabla 5.3: Detalle de las condiciones agroecolégicas de los sitios de colecta de las

poblaciones de Brassica rapa utilizadas en los ensayos.

Tamafo Estado

Accesion Localidad Fecha Habitat . oy
poblacional fenologico

Dentro de un lote
Nov-12 agricola sembrado con >100 plantas Madurez

soja RR.
LbU La Dulce Dentro de dos lotes
agricolas, uno Roseta,
Mar-14 ' >10.000 plantas floraciény
sembrado con avenay
madurez

otro con soja RR.

BAL-R Balcarce Abr-13 Dentro de lote de soja  Algunas plantas Floracion y

RR. aisladas (<50) madurez
MOR  Necochea Ago-14 Lote en barbecho. >1.000.000 Roset_a} Y
plantas floracion
Control
Benito Pob_lacién muy Floracion y
JUA . Nov-08 extendida enunbajo >50.000 plantas
Juérez madurez

sin cultivar.
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Figura 5.1: Distribucién geografica de las accesiones de Brassica rapa resistentes a

glifosato LDU, BAL-R y MOR, y de la poblacion susceptible (JUA) usada como control.
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Caracterizacién morfolégica

El analisis de los caracteres morfolégicos vegetativos y reproductivos de las plantas de
LDU y BAL-R correspondieron con lo descripto para B. rapa (Tabla 5.4). Los
caracteres cualitativos mas relevantes para diferenciar la especie como color de hojas,
pubescencia, nivel de abrazamiento de las hojas superiores, color de flores,
disposicién de los pimpollos con respecto a las flores abiertas y disposicion de las
silicuas maduras, todos fueron congruentes con B. rapa, diferenciandose de los
cultivares de B. napus evaluados. El largo del rostro y la relacion rostro/valva
estuvieron comprendidos entre los valores de 1,0 a 1,7 cm y 0,33 a 0,50 citados para

B. rapa (Mulligan, 1995). La accesion LDU presentd rostro de 1,16 cm y relacion
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rostro/valva de 0,35; y en la accesion BAL-R los valores fueron de 1,29 y 0,39
respectivamente; sin diferenciarse de los mismos parametros medidos en distintas
poblaciones naturales de B. rapa. Ambos grupos se diferenciaron de B. napus que
presentd un rostro de 0,99 cm y una relacion rostro/valva de 0,22. Otro caracter
taxondmico que permitid agrupar las accesiones junto con la especie B. rapa fue la
biomasa de las semillas que fue de 1,6 y 1,2 mg sm* en LDU y BAL-R

respectivamente, diferenciandose de B. napus cuya biomasa fue de 3,5 mg sm™.

El analisis quimico de las semillas de LDU y BAL-R mostr6 un perfil acidico no
diferente al de otras poblaciones naturales de B. rapa. Los valores de &cido erucico
(22:1) y glucosinolatos fueron elevados (mayores a 46% y 22 mmoles gr' de muestra
en base 8,5%, respectivamente) y congruentes con los observados en el nabo
silvestre (Tabla 5.5). Ambas accesiones presentaron elevados valores de acido
gadoleico o eicosenoico (20:1) (mayor al 8%), un acido graso indeseable de cadena
larga, que en las variedades mejoradas de colza-canola mostr6 escasa presencia
(Ahuja y Banga, 1993; Agnihotri et al., 2007).
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Tabla 5.4: Caracterizacion morfolégica de las accesiones de Brassica rapa resistentes

a glifosato LDU y BAL-R, comparadas con poblaciones naturales de B. rapa

susceptibles y variedades de colza (B. napus).

DESCRIPTORES LDU BAL-R B. rapa B. napus
Ancho cotiledén (cm) 1,83+0,07b 1,79+0,04b 1,79+0,04b 2,27+0,02a
Altura planta (cm) 769+29Db 748+41Db 789+15b 111,7+19a
Color hoja inferior 25+0,1b 20+£000b 20+£000b 70£00a
ﬁ?:ﬁjfe”"ia hoja 34+03a 32+02a 44%+0la 00%00b
Tricomas hoja inferior 0,6 +0,1b 0,7+0,2 ab 09+0,1a 0,0+£0,0c
?Sgifgr“ie”to hoa 36:01a 40:00a 35:0la  20£00b
Color pétalos 3,0£0,0a 3,0£0,0a 3,0£0,0a 20+0,0b
Disposicion pimpollos 1,4+0,2b 1,0£000b 1,0£000b 30£00a
Largo pétalo (mm) 10,0+£0,3b 10,2+04Db 9,7+0,2Db 12,6 £0,2a
Largo silicua (cm) 460+0,15b 4,61+0,18b 4,88+0,08b 5,68+0,16 a
Rostro silicua (cm) 1,16 £0,07ab 129+0,09a 1,31+0,04a 0,99+0,03b
Relacion rostro/valva 0,35+0,03a 0,39+0,03a 0,38+0,02a 0,22+0,01b
Disposicion silicuas 3,0£0,0b 3,0£0,0b 30+x0,0b 40+£0,0a
Semillas por silicua 13,7+1,3b 18,7+ 1,4 a 20,3+0,8a 18,0+0,8ab
Biomasa de semilla 1 554 0,17 1,28+0,03bc 1,10£005¢c 3,50+0,10a

(mg pl*)

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Tabla 5.5: Caracterizacién quimica de los granos de las accesiones de Brassica rapa
resistentes a herbicidas LDU y BAL-R, de poblaciones naturales de B. rapa
susceptibles (5) y de variedades de colza B. napus (5). Acidos grasos oleico, linoleico,
linolénico, erucico, gadoleico y materia grasa sobre sustancia seca (S.S.S.)
expresados como porcentaje. GS: glucosinolatos (umoles totales por g de muestra en
base 8,5%).

Accesion Materia Ac. Oleico . AC'. . A?'. AC GS
grasa Linoleico Linolénico  Erucico
LDU 33,1 12,3 13,8 11,9 47,7 39,9
BAL-R 38,6 12,6 14,7 12,1 46,5 22,2
ggzs’ca 384+11 160+10 140+04 94+03 440%10 348+27
Brassica 459415 679+36 172+19 61+17 02+01 5110
napus

Caracterizacion de la resistencia a glifosato

Las accesiones de B. rapa LDU, BAL-R y MOR fueron resistentes a glifosato, aplicado
a doble dosis comercial. La supervivencia fue superior al 90% en LDU y MOR, y
cercana al 50% en BAL-R. Esta accesion se diferencié tanto del control susceptible
como de las otras dos accesiones resistentes. La materia seca tras la aplicacion de

glifosato fue congruente con los valores de supervivencia obtenidos (Tabla 5.6).

La accesion LDU presentd elevada resistencia a glifosato, mostrando una
supervivencia mayor al 15% a 30X (38,4 kg e.a. ha'=108 L P.C. ha'), y fue cercana al
50% a 10X. En cambio, la supervivencia de la poblacién susceptible fue reducida al
30% con 1/100X (0,01 kg e.a. ha*, 0,04 L P.C ha'), y a menos del 5% con 0,5X. La
DLso de LDU fue de 14,00 kg e.a. ha™ (11 veces la dosis comercial = 39,6 L P.C. ha),
mientras que la del biotipo susceptible fue de 0,01 kg e.a ha™* (menos de 1/100 la dosis
comercial, 1,8 L P.C. ha'), lo que constituyé un factor de resistencia mayor a 1500
(Figura 5.2).

Los resultados de este andlisis fueron similares a los obtenidos a partir de la materia
seca (Figura 5.2). Se estimo un valor de GRs, para la accesion LDU de 14,06 kg e.a.
ha!, similar al valor obtenido a partir de la supervivencia. En cambio, la accesién

susceptible JUA presentd un GRs, de 0,06 kg e.a. ha®, un tanto mayor al observado
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mediante los datos de supervivencia, por lo que el factor de resistencia se ubicd en
251 (Tabla 5.7).

La supervivencia y la acumulacion de materia seca confirmaron la elevada resistencia
a glifosato de BAL-R, aunque los datos no pudieron ser ajustados a ningdn modelo
estadistico de dosis-respuesta. Se observd que la mitad de los individuos resultaron
totalmente muertos con dosis tan bajas como 0,13 kg e.a. ha™*. Esto se expresd como
niveles de supervivencia cercanos al 50% desde X/10 hasta doble dosis comercial
(Tabla 5.8). A partir de dosis superiores a 10X los valores de supervivencia se

redujeron significativamente.

Tabla 5.6: Supervivencia y materia seca remanente de las accesiones de Brassica
rapa JUA, BAL-R, LDU y MOR, a la aplicacion de glifosato a doble dosis comercial,

expresada como porcentaje del control.

Biotipo Supervivencia (%) Materia seca (%)
JUA 0,6+0,6c 04+04Db

BAL-R 494+45hb 63,6 £+ 8,6 a
LDU 934+25a 94,1+9,8a
MOR 926+26a -

Para cada columna, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Figura 5.2: Curvas de dosis-respuesta de una accesion de Brassica rapa resistente a
glifosato (LDU) y otra susceptible (JUA), a la aplicacion de un rango de dosis de
glifosato. Expresada en porcentaje de supervivencia (arriba) y materia seca (abajo),

cada punto representa la media de cuatro repeticiones de 10 plantas cada una.
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Tabla 5.7: ParAmetros de las ecuaciones de regresion no linear ajustadas para la
supervivencia de la accesiéon de Brassica rapa resistente (LDU) y susceptible (JUA) a

la aplicacion de glifosato, expresadas como supervivencia y materia seca.

Accesion b d e DLso 0 GRso FR?
. . JUA 2,18 99,31 0,009 0,009
Supervivencia
(%) 1554,3
LDU 1,35 97,71 13,989 13,989
. JUA 0,41 218,44 0,136 0,056
Materia seca 251 1
(mg pl?) LDU 0,49 287,06 29,669 14,059 ’

Pardmetros: b=pendiente de las curvas alrededor de e, d=limite superior de las curvas,
e=punto de inflexién de las curvas, DLs;=dosis de glifosato (en kg p.a. ha™) requerida
para reducir en un 50% la supervivencia de las plantas, GRs;=dosis de glifosato (en kg
p.a. ha') requerida para reducir en un 50% la materia seca de las plantas, FR=factor
de resistencia (DLso 0 GRso R/DLso 0 GRs0 S).

Tabla 5.8: Supervivencia (expresada como porcentaje del control) y materia seca
(expresada en mg pl?), de dos accesiones de Brassica rapa tras la aplicaciéon de un

rango de dosis de glifosato (dosis en kg e.a. ha™).

Dosis JUA BAL-R
TRAT kge.a. gypervivencia Materiaseca Supervivencia —Materia seca
ha (%) (g plY) (%) (gpl)

CTRL 0,00 100,0+0,0a 220,7+49,3a 100,0+x0,0a 218,4*+38,5a

X/100 0,01 30,0+16,2b 142,0+28,5ab - -

X/50 0,03 81+49b 131,5%26,6 ac - -

X/10 0,13 50+50b 1258+374ad 525+31b 164,5+143ab
X/2 0,64 06+06b 40,8 +22,7bd 444+115b 156,0+ 38,7 ab
1X 1,28 06+06Db 6,0£3,7cd 394+4,6b 146,5+285ab

2X 2,56 00+00hb 0,8+0,8d 419+56b 147,0+25,7ab
5X 6,41 00+00b 0,0+0,0d - -

10X 12,82 - - 23,1+£89bc 99,0+37,8ab
20X 25,63 - - 25,6 £9,1bc 119,7+42,0ab
30X 38,45 - - 56+3,3cC 20,8 +£14,3b

Para cada columna, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Caracterizacion de la resistencia a herbicidas inhibidores de la AHAS

La supervivencia de LDU y MOR fue superior al 90% para imazapir y diclosulam, en
cambio para metsulfurdn la resistencia fue menor y se ubic6 cercana al 50%. Aun asi,
los niveles de resistencia para los tres herbicidas se diferenciaron estadisticamente de
la accesion susceptible JUA, que fue totalmente afectada por los herbicidas (Tabla
5.9). Los mismos resultados se observaron en la materia seca, aumentando alin mas

el valor de supervivencia a metsulfurén (Tabla 5.10).

La accesién BAL-R present6 bajos valores de resistencia a los herbicidas AHAS, entre
1y 14%, sin diferenciarse en ningin caso del control susceptible JUA. EI mayor valor
de supervivencia fue a diclosulam, aunque al ser menor al 20% no pudo confirmarse la
resistencia en esta accesion. En el caso de la materia seca, los valores obtenidos
fueron similares. Para el caso del diclosulam, si bien el valor fue elevado para la
aplicacion de este herbicida (cercano al 40%), no se diferencié del control susceptible,
gue también tuvo un valor elevado de materia seca remanente (30%). Esto estuvo
relacionado con la forma de actuar del herbicida, que si bien destruye el punto de
crecimiento, las hojas permanecen vivas por un tiempo prolongado, mayor al que se

tomo para evaluar los resultados.

El ensayo de dosis-respuesta demostr6 que la accesién LDU presentd elevada
resistencia a imazapir (Figura 5.3). La supervivencia de la accesion fue mayor al 75%
a la dosis mas alta evaluada, equivalente a 30X (2400 g p.a. ha'). En cambio, la
supervivencia de la poblacion susceptible fue reducida al menos del 15% con 1/200X
(0,4 g p.a. ha?). La DLs de LDU fue de 7431,1 g p.a. ha® (méas de 90 veces la dosis
comercial), mientras que la del biotipo susceptible fue de 0,03 g p.a ha®, lo que

constituyd un factor de resistencia mayor a 200.000 (Tabla 5.11).

También se demostré que la accesion LDU presentd resistencia moderada a
metsulfurén-metil (Figura 5.3). La supervivencia de la accesion fue mayor al 30% a
doble dosis comercial (12 g p.a. ha'), pero fue reducida al 5% con 20X. La
supervivencia de la poblacién susceptible fue reducida a menos del 10% con 1/100X
(0,06 g p.a. ha?). La DLso de LDU fue de 9,18 g p.a. ha™ (1,5 veces la dosis comercial),
mientras que la del biotipo susceptible fue de 0,01 g p.a ha®, lo que constituyd un

factor de resistencia mayor a 900 (Tabla 5.11).
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Tabla 5.9. Supervivencia de las accesiones de Brassica rapa resistentes a glifosato

BAL-R, LDU y MOR, y de la accesion susceptible JUA, a la aplicacion de tres

herbicidas inhibidores de la enzima AHAS a doble dosis comercial, expresada como

porcentaje del control.

Principio activo

Supervivencia (%)

JUA BAL-R LDU MOR
Imazapir 00+0,0b 1,3+0,8b 99,4+04a 92,0+53a
Metsulfurén 0,0+0,0b 58+3,3b 578+11,2a 222+4.4 ab
Diclosulam 0,0+0,0b 141+47b 100,0+0,0a 100,0+0,0a

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.

Tabla 5.10: Materia seca de las accesiones de Brassica rapa resistentes a glifosato

BAL-R, LDU y MOR, y de la accesion susceptible JUA, a la aplicacion de tres

herbicidas inhibidores de la enzima AHAS a doble dosis comercial, expresada como

porcentaje del control.

Principio activo

Materia seca (%)

JUA BAL-R LDU MOR
Imazapir 10,1+£36Db 73+18Db 100,21 +135a -
Metsulfurén 128+54b 196+28b 948+ 37,8a -
Diclosulam 31,1+48b 428+11,3b 1244+26,1a -

Dentro de cada fila, letras diferentes indican diferencias segun Tukey para p <0,05.
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Figura 5.3: Curvas de dosis-respuesta de una accesién de Brassica rapa resistente a
glifosato (LDU) y otra susceptible (JUA), a la aplicacion de un rango de dosis de
imazapir (arriba) y metsulfuron-metil (abajo). Expresada en porcentaje de

supervivencia, cada punto representa la media de cuatro repeticiones de 10 plantas.
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Tabla 5.11: Parametros de las ecuaciones de regresion no linear ajustadas para la
supervivencia de la accesion de Brassica rapa resistente (LDU) y susceptible (JUA) a
la aplicacion de imazapir y metsulfurén-metil, expresadas como porcentaje de

supervivencia. Se estimaron también los niveles comparados de resistencia.

Accesion b d e (DLso) FR
JUA 0,78 100,06 0,03
Imazapir 247.703,3

LDU 1,06 99,71 7431,10

, JUA 1,39 100,01 0,01
Metsulfurdn-
" 918,0

meti LDU 1,60 100,49 9,18

Parametros: b=pendiente de las curvas alrededor de e, d=limite superior de las curvas,
e=punto de inflexion de las curvas, DLs;=dosis de imazapir o metsulfurén (en g p.a. ha’
1 requerida para reducir en un 50% la supervivencia de las plantas, FR=factor de
resistencia (DLso R/DLso S).

Deteccion del transgen mediante test inmunoldgico

Diez individuos de 12 evaluados de la poblacion de B. rapa LDU y los 3 individuos
evaluados de MOR mostraron respuesta positiva al test, confirmando que poseian la
enzima CP4 EPSPS proveniente de A. tumefaciens (Tabla 5.12). En cambio, y en
congruencia con los resultados observados en los ensayos de resistencia, sélo 7 de 15
plantas analizadas de la accesion BAL-R mostraron respuesta positiva al test. Esto
implica una frecuencia cercana al 0,5 de presencia del transgen en la poblacion. Todos
los individuos usados como control presentaron una sola linea superior, indicando la

ausencia de la proteina y el buen funcionamiento del test (Figura 5.4).

Tabla 5.12: Resultados del test inmunolégico para confirmar la presencia de la proteina
CP4 EPSPS en accesiones de Brassica rapa resistentes a glifosato (LDU, BAL-R y

MOR), en contraste con un control negativo (JUA).

Accesion n Positivos Frecuencia
JUA 5 0 0,00
BAL-R 15 7 0,47
LDU 12 10 0,83
MOR 3 3 1,00
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Figura 5.4: Resultados del test inmunolégico confirmando la presencia del transgen de
resistencia a glifosato en varias accesiones de Brassica rapa resistentes a glifosato
(LDU, BAL-R y MOR), en contraste con un control negativo (JUA).

JUA LDU

MOR BAL-R
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Control quimico

A dosis comercial, todos los herbicidas evaluados lograron un buen control de la
accesion resistente LDU (Tabla 5.13). Los herbicidas hormonales (2,4-D vy fluroxipir), y
el bentazon fueron altamente efectivos y de rapida accion. El aclonifen fue menos

efectivo, pero de todas formas el nivel de control resulté aceptable.

Tabla 5.13: Supervivencia de una accesion de Brassica rapa resistente a glifosato y
herbicidas inhibidores de la AHAS (LDU), a la aplicacion de herbicidas alternativos.

Herbicida LDU
Principio activo Nombre comercial Supervivencia (%)
Bentazén Basagran 58+3,0
2,4-D (Sal) Genérico 0,0+0,0
Fluroxipir Starane 10,0 £ 5,0
Aclonifen Prodigio 142+74
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DISCUSION

Las poblaciones de Brassica rapa no controladas por glifosato a nivel de campo
mostraron elevada resistencia a este activo en ensayos bajo condiciones controladas,
incluso a dosis 30 veces por encima de la dosis comercial. Por otra parte, dos de estas
accesiones presentaron ademas resistencia a herbicidas inhibidores de la AHAS. La
caracterizacibn morfolégica y quimica de las plantas de las tres accesiones las

clasificé como B. rapa.

Se comprobd que la resistencia a glifosato en las tres accesiones fue de origen
transgénico. El hallazgo del transgen en poblaciones naturales de B. rapa implicaria el
flujo génico desde cultivos o poblaciones ferales de colza con ese evento o la

introduccion del biotipo como contaminante de semilla.

En el capitulo anterior de esta tesis se demostré la presencia de biotipos de B. napus
con resistencia transgénica a glifosato en Argentina. El origen de estos biotipos es
desconocido, debido a la prohibicion existente en nuestro pais para el cultivo de
variedades con el evento de transgénesis que confiere resistencia a glifosato. Este
descubrimiento podria sugerir que la resistencia a glifosato provendria de cultivos de
colza transgénica realizados de manera informal en el pais o de individuos ingresados
como contaminante de semilla importada antes de 2007, afio a partir del cual la
legislacion nacional solicita el andlisis probatorio de ausencia de material OGM
(SENASA, 2007).

El hallazgo del trasgen en poblaciones naturales de B. rapa, una maleza habitual en
los agroecosistemas de la region pampeana argentina, aumentaria la complejidad de
los procesos involucrados en la dispersion de este rasgo. La presencia de resistencia
transgénica a glifosato en poblaciones de B. rapa ha sido detectada en otros paises
del mundo, en especial en aquellos con gran proporcién de cultivos de B. napus
transgénicos, como Canada o Estados Unidos (Warwick et al., 2003, Warwick et al.,
2008). También se ha comprobado la hibridacion entre plantas ferales o voluntarias de
B. napus transgénicas e individuos de B. rapa, en situaciones donde el cultivo de
variedades transgénicas estaba prohibido, como en Japdn. La presencia de estas

plantas de B. napus se adjudicé al transporte y caida de semilla (Aono et al., 2011).

Las accesiones LDU y MOR presentaron similitudes en el nivel de resistencia a

glifosato y estabilidad del transgen, ademas de la presencia de resistencia a herbicidas
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AHAS. Las poblaciones fueron uniformes tanto en caracteres morfolégicos como en la
resistencia a herbicidas. Esto implicaria que si su origen fue debido a flujo génico con
poblaciones de B. napus transgénicas, seria poco probable que los eventos de
hibridacion hayan ocurrido en las condiciones argentinas. Todas las poblaciones
ferales de B. napus halladas en nuestro pais presentaron solo resistencia a glifosato,
sin encontrarse resistencia a herbicidas AHAS. Las poblaciones de B. rapa con
resistencia multiple a herbicidas deberian haber sufrido dos eventos de hibridacion,
uno con alguna de estas poblaciones ferales transgénicas de B. napus, y otro con
algun cultivar con resistencia a herbicidas AHAS. Estos cultivares comenzaron a
comercializarse en el pais en 2013, y su distribuciéon es muy acotada, lo mismo que el
cultivo de B. napus, que en el promedio de los ultimos 10 afios no superé las 50.000
ha sembradas en el pais (MAGyP, 2015).

En Canad4 ha sido comprobado que el flujo génico entre cultivares de B. napus con
distintos tipos de resistencia a herbicidas, ha generado poblaciones ferales con
resistencias acumuladas, que no existian en ningdn cultivar comercial. Las
combinaciones méas habituales halladas fueron las de resistencia transgénica a
glifosato y resistencia a herbicidas AHAS, o resistencia transgénica a glifosato y
glufosinato. Un caso extremo fue el hallazgo de plantas ferales con las tres
resistencias acumuladas (glifosato, glufosinato y AHAS) (Hall et al., 2000). Esto haria
posible que el flujo génico entre estas poblaciones ferales y B. rapa genere
poblaciones de la especie silvestre con varias resistencias acumuladas, como las
observadas en Argentina. De ser asi, estas accesiones habrian llegado como
contaminante de semilla de colza, de la misma forma que se hipotetiza que han
llegado las poblaciones ferales de B. napus transgénicas. Aln asi, este caso seria el
primero registrado a nivel mundial de dos resistencias acumuladas en una poblacion

natural de B. rapa.

Por otro lado, la accesion BAL-R solo presenté resistencia transgénica a glifosato, y
este caracter segreg6 en la poblaciébn en una proporcidon 50:50. Esta poblaciéon fue
hallada fructificando en un lote agricola sembrado con soja RR, junto con plantas de
B. napus en estado de roseta, que también habian sobrevivido la aplicacion de
glifosato a dosis comerciales. En los bordes del lote y en otros puntos del
establecimiento se hallaron también poblaciones conjuntas de las dos especies. En
este caso seria razonable pensar que el evento de hibridacion podria haber ocurrido

en las condiciones de ese establecimiento. La segregacién del caracter de resistencia
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y la ausencia de otro tipo de resistencia, ademas de la presencia de plantas ferales de
B. napus apoyan esta hipotesis. En este caso, las plantas halladas en el lote serian
individuos F1 productos de la cruza entre las dos especies, y la progenie colectada y
caracterizada en los ensayos de resistencia, retrocruzas con el parental B. rapa. Esto
explicaria el nivel de segregacion observado. De ser asi, el transgen de resistencia a
glifosato podria introgresarse en poblaciones naturales de B. rapa en pocas
generaciones, siendo estas indistinguibles morfolégicamente de poblaciones puras de
esta especie como se observé en el caso de BAL-R. Esto ya fue puesto de manifiesto
en otros estudios bajo condiciones controladas (Snow et al., 1999) y en condiciones de
campo (Warwick et al., 2008).

La experimentacién mostré que existen alternativas para el control de las accesiones
resistentes a glifosato y herbicidas AHAS en varias situaciones y cultivos. En cereales
de invierno, el 2,4-D demostrd ser muy efectivo y podria usarse para control temprano
de la primera emergencia del biotipo. En estados més avanzados del cultivo, el
fluroxipir seria recomendado para controlar los nacimientos posteriores. El bentazén
es una opcion en post-emergencia para el cultivo de soja, mientras que el aclonifen
permitiria el control en girasol. De esta forma, se podria controlar la maleza con
herbicidas alternativos al glifosato utilizado en variedades transgénicas de soja, y a las

imidazolinonas en hibridos de girasol Clearfield.

Otra opcion para reducir el tamafio de las poblaciones, seria la rotacion de cultivos con
especies de distinto ciclo de crecimiento. Esto permitiria interrumpir el ciclo de la
maleza y disminuir el uso reiterado del glifosato mediante su reemplazo por herbicidas
selectivos para esos cultivos, provocando cambios en las poblaciones de malezas y

evitando la aparicién de nuevos individuos resistentes.

La presencia de poblaciones naturales de B. rapa con resistencia transgénica a
glifosato y a herbicidas inhibidores de la enzima AHAS en Argentina presenta un
panorama complejo que involucra aspectos de impacto ambiental por la liberacién en
ambientes naturales del transgen. Los procesos que estarian involucrados en la
aparicion y dispersion de estas poblaciones comprenden el flujo génico con biotipos
ferales de B. napus en nuestro pais o en el exterior, y/o la contaminacién de semilla,
sumado a la dispersibn mediante la maquinaria agricola. La invasividad de estas
poblaciones en ambientes agricolas caracterizados por un uso intensivo de glifosato y

herbicidas AHAS se ve aumentada por la presencia de resistencia a estos herbicidas.
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CONSIDERACIONES FINALES

* Los resultados de las exploraciones demostraron que Argentina mantiene su
vigencia como centro de biodiversidad secundario de especies emparentadas con el
cultivo de colza. Las poblaciones brasicAceas se encuentran ampliamente

distribuidas en la regién pampeana.

* La caracterizacion de las poblaciones naturales brasicaceas puso de manifiesto su
diversidad y las complejas relaciones entre los biotipos cultivados y las poblaciones
naturales. Estas han estado en contacto en nuestro pais desde hace mas de cien

afos, y han ocurrido procesos de flujo génico, hibridacién y endo y exoferalidad.

* Las poblaciones de B. rapa colectadas en cercanias de cultivos de colza B. napus
presentaron plantas que pudieron caracterizarse morfolégicamente como fuera de
tipo y que evidenciaron la hibridacién entre ambas especies. El riesgo de flujo génico
entre el cultivo y B. rapa, y la transferencia de la resistencia a herbicidas a esta

maleza fue comprobada bajo condiciones naturales (Tabla 6.1).

» Los biotipos de Raphanus sativus estudiados presentaron resistencia cruzada a
multiples principios activos con el mismo modo de accidn, de las cinco familias de
inhibidores de la enzima acetohidroxiacido sintetasa (AHAS) (Tabla 6.1). La
secuenciacion de estas accesiones confirmaron un cambio puntual de aminoacido

en el gen de la enzima AHAS, de triptofano a leucina.

* Se demostré que una extensa poblacion de R. sativus dispuesta en una franja no
sembrada del margen del lote constituyé un refugio de alelos de susceptibilidad, y
junto con una apropiada rotacién de herbicidas, limité la dispersion del biotipo
resistente. Se determinaron alternativas para el control de los biotipos resistentes en
varias situaciones y cultivos, que incluyeron herbicidas preemergentes como la
mezcla de acetoclor y flurocloridona o el sulfentrazone, y herbicidas post-

emergentes con aclonifen y benazolin.

» Las poblaciones ferales de B. napus no controladas por glifosato a nivel de campo
mostraron elevada resistencia a este activo en ensayos bajo condiciones
controladas. Se comprobé mediante diversos métodos que esta resistencia era de
origen transgénico (Tabla 6.1). El origen de este biotipo fue incierto, debido a la

prohibicion existente en nuestro pais para el cultivo de variedades con el evento de
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transgénesis que confiere resistencia a glifosato. Se hallaron ademas alternativas
para el control de estos biotipos, como el uso de herbicidas inhibidores de la AHAS

en soja, y herbicidas hormonales en cereales de invierno.

» Las poblaciones de Brassica rapa no controladas por glifosato a nivel de campo
mostraron elevada resistencia a este activo en ensayos bajo condiciones
controladas. Dos de estas accesiones presentaron ademas resistencia a herbicidas
inhibidores de la AHAS (Tabla 6.1). La caracterizacion morfolégica y quimica de las

plantas de las tres accesiones permitieron clasificar la especie como B. rapa.

* Se comprob6 que la resistencia a glifosato en las tres accesiones de B. rapa fue de
origen transgénico. El hallazgo del transgen en la especie silvestre B. rapa implicaria
el flujo génico con poblaciones ferales que presentan este rasgo, o la introduccion
como contaminante de semilla. El control con herbicidas alternativos fue mas
restringido para las accesiones con resistencia multiple. Los herbicidas hormonales,

el bentazén y el aclonifen mostraron un buen control estos biotipos.

» La diversidad y distribucion de poblaciones naturales brasicaceas emparentadas con
el cultivo de colza (Brassica napus) en la region pampeana argentina limitan la
difusion de modernas tecnologias de cultivo, como la resistencia a herbicidas. La
presencia de poblaciones brasicaceas con resistencia a herbicidas, en especial la
presencia de biotipos de B. napus y B. rapa con resistencia transgénica a glifosato
presenta un panorama complejo que involucra aspectos de impacto ambiental por la

liberacion en ambientes naturales del transgen.
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Tabla 6.1: Accesiones de malezas de distintas especies brasicaceas con resistencia a herbicidas detectadas en la regién pampeana

argentina, origen de la resistencia y método de deteccion.

Origen de la

Método de deteccion de

Especie Accesion Origen Habitat Resistencia . . . .
resistencia laresistencia
Borde de lote de colza IMI Flujo génico con Screening con herbicida
resistente. Establecimiento Inhibidores colza IMI (caracterizacion
BROS08 (BAL) Balcarce San Juan. AHAS resistente. morfolégica, viabilidad del
polen, citometria de flujo).
Brassica BR1612 (LDU) La Dulce _Dentro de Iote; agricolas, Glifosato e Trar_lsge,nlpo Scre_enmg con _herb|C|da,
rapa incluyendo soja RR. inhibidores (Flujo génico, test inmunoldgico.
contaminacién
BR1014 (MOR)  Necochea Lote en barbecho. AHAS de semilla)
Dentro de lote de soja RR. . Transgénico
BR1313 (BAL-R)  Balcarce Establecimiento San Juan. Glifosato (Flujo génico)
BN1512 (GER) Chaves  Dentro de lote en barbecho. Transgénico Screening con herbicida,
. : (Contaminacion test inmunoldgico,
Brassica BN1712 (REG) San Mayol Dentro de lote de soja RR. Glifosato  de semilla, marcadores moleculares.
napus BN1812 (SMA) San Mayol Dentro de lote de soja RR. cultivo ilegal)
BNO0614 (ELC) Chaves  Dentro de lote de soja RR.
Dentro de lote de colza IMI Mutacién natural Screening con herbicida,
RS0508 (BAL-1A) Balcarce resistente. Establecimiento y seleccion. marcadores moleculares,
San Juan. . secuenciacion.
Raphanus Inhibidores
sativus RS0310 (ERC) Necochea Lote en barbecho. AHAS
RS0410 (SJQ) Energia  Lote en barbecho.
RS0211 (PIE-A) Pieres Dentro de lote de girasol CL.
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ANEXO DE IMAGENES
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Imagen 1. Arriba: Poblacion de Brassica rapa en un campo natural, al borde de una

laguna. Abajo: Poblaciéon de Raphanus sativus en un lote agricola con colza.
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Imagen 2. Arriba: Poblacién de Brassica nigra en la banquina de un camino vecinal del

partido de Balcarce. Abajo: Poblacion de Sinapis arvensis sobre RP228.
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Imagen 3. Plantas fuera de tipo en la progenie de poblaciones de Brassica rapa

colectadas en la cercania de cultivos de colza (B. napus), criadas en un jardin coman.
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Imagen 4. Plantas de una poblacién de Raphanus sativus resistente a herbicidas

AHAS invadiendo un lote de girasol CL (arriba), y uno de trigo (abajo).
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Imagen 5. Plantas de una poblacién feral de Brassica napus resistente a glifosato,

invadiendo lotes de soja RR.
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Imagen 6. Plantas de una poblacion de Brassica rapa resistente a glifosato, invadiendo

distintos lotes agricolas.
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