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1.RESUMEN

Dentro del género Brassica (familia Brassicaceae) se encuentran especies distribuidas
mundialmente que han sido utilizadas desde muchos afios a. C. para alimentacién
humana, animal y mds modernamente para la industria. Por otra parte, muchas de las
especies que integran este género se consideran malezas de los cultivos. Estudios
moleculares del ADN de las especie de Brassica demuestran que evolucionaron de un
antecesor en comun y se ha comprobado que es posible el cruzamiento entre las
mismas, lo que representa un potencial peligro debido a posible incorporacién de
transgenes de las especies Brassica cultivadas hacia las silvestres en el ecosistema. En
Argentina no esta autorizada la produccién de colza transgénica, debido al impacto que
se pueda generar el flujo de genes con las especies silvestres establecidas en nuestro
pais. No obstante, en el afio 2013 se hallaron algunas plantas de B. rapa resistente a
glifosato creciendo en un lote de soja, en el sudeste de la provincia de Buenos Aires. En
el presente trabajo se evalud la aptitud biolégica de dicha poblaciéon en comparacion
con otra poblacién susceptible que se habia establecido fuera del lote cultivado.
Asimismo, se comparo la poblacién original con una generacién avanzada obtenida en
aislamiento para detectar cambios en la frecuencia de la resistencia. El objetivo principal
de este trabajo de intensificacién, fue detectar cambios en la fertilidad de estas plantas
y la capacidad de perpetuarse en el ambiente. Los resultados obtenidos demostraron
gue la aptitud biolégica de la poblacién con resistencia transgénica a glifosato no se vio
afectada y que la frecuencia del gen dentro de la poblacién se mantuvo establa en Ia
siguiente generacién. Ademas del dano ecoldgico que podria provocar, este hecho
implica un importante problema a futuro para las relaciones internacionales y la

comercializacion de colza.



2.INTRODUCCION

Dentro de la familia Brassicaceae (Cruciferae) existen numerosas especies utilizadas
para consumo humano, animal y como oleaginosas de uso industrial y biocombustibles.
Entre ellas se destacan la colza utilizada como oleaginosa (Brassica napus y B. rapa), las
mostazas usadas como condimentos (B. juncea, B. nigra, Sinapis alba), los repollos,
coles, brdcoli, nabo sueco, rutabaga, coliflor y repollitos de Bruselas (B. oleracea). Por
otro lado, existen especies dentro de esa misma familia que representan malezas para
los cultivos, como por ejemplo B. rapa, especie adventicia en todo el mundo. En
Argentina se distribuye desde Jujuy hasta Tierra del Fuego, y sus semillas se mezclan con
las de cultivos como el trigo, la alfalfa, el lino y otros, bajando el valor comercial ya que

se consideran impurezas (Marzocca et al., 1976; Cabrera et al., 1967).
Origen y domesticacion

Existen registros de la antigua literatura india, china, griega y romana que datan de hasta
5000 afios antes del presente, donde se menciona a los cultivos de Brassica, que fueron
inicialmente domesticados por su uso horticola y mas tarde como cultivos productores

de aceite comestible (Prakash et al., 2012).

El centro de origen de las distintas especies de Brassica es bastante incierto, aunque se
cree que Brassica oleracea tiene origen en la region mediterranea, B. napus en el
sudeste de Europa, y B. rapa en un drea muy extensa que abarca el oeste de Europa,
hasta el este de China y Corea. En cuanto a B. juncea, su centro de origen se encuentra
en Medio Oriente y B. carinata proviene del noreste de Africa (Figura 1), pero ninguna
es nativa de América. Si bien sus centros de origen parecen ser diferentes, existen
pruebas de que todas éstas provienen de un progenitor comun con un numero basico
de cromosomas n=6, a partir del cual surgieron las especies diploides B. nigra, B.rapa y
B. oleracea. Producto de su hibridacién y posterior poliploidizacidn las especies diploides
dieron origen a tres anfidiploides: B. napus, B. carinata y B. juncea. El botanico Woo Jang
Woo planted las relaciones entre las Brassica ilustradas en lo que se conoce como el
triangulo de “U” (Figura 2) (Dixon, 2007; Iriarte y Valetti, 2008). La transferencia de

genes entre todas las especies del género Brassica y sus parientes mds cercanos es



posible. Las cruzas mas frecuentes se dan entre B. rapa y B. napus, siendo mayor el
porcentaje de hibridacidon cuando B. rapa actia como madre (56-93% frecuencia de

hibridacién) (FitzJohn et al., 2007; Devos et al., 2008).

Figura 1: Centro de origen de las especies del género Brassica (Dixon, 2007).
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Figura 2: Tridngulo de “U”. Relacién gendmica de las especies cultivadas del género
Brassica.



Reseiia historica

Tanto B. rapa como B. napus son nativas de Eurasia. Mientras que B. rapa fue la primera
especie de Brassica en ser domesticada varios miles de afios antes del presente, los
primeros registros del cultivo de B. napus en Europa datan del siglo XVI, cuando se
comenzod a utilizar como fuente de aceite (conocido como raepoli) para iluminacién y
fabricacion de jabones. Durante la Segunda Guerra Mundial, como consecuencia del
freno de las relaciones comerciales con Europa y Asia (principales productores del
mismo), Canada comenzé a desarrollar el cultivo de colza para satisfacer la demanda
local de aceite (Prakash et al., 2012).

El aceite obtenido de ambas especies contenia alto porcentaje de dacido erucico y
glucosinolatos en la harina de extraccidn, caracteristicas que hacian que no fuera apta
para el consumo humano o animal. Fue asi que comenzé el proceso de mejoramiento
del cultivo, que consistio en tres grandes etapas. La primera, encabezada por Canadd en
la década de 1960, fue dirigida hacia la obtencion de un producto apto para consumo
humano. Como punto de partida, se utilizaron semillas de la especie B. napus
provenientes de Argentina y de B. rapa originaria de Polonia. El resultado fue la
obtencién de cultivares con menos de 2% de acido erucico en aceite y menos de 20
mmol de glucosinolatos en la harina de extraccién de alta calidad proteica, conocidos
desde entonces como canola (Canadian Qil Low Acid) de tipo argentino o polaco
(Prakash et al., 2012; Iriarte y Valetti 20,08; Gulden et al., 2008).

La segunda etapa del mejoramiento de esta especie comenzd con la era de la
biotecnologia, cuando se apunté a la obtencién de variedades de mas facil manejo en el
campo. Por esto se crearon variedades con resistencia a herbicidas, materiales mas
precoces y homogéneos en comparacién con los primitivos, entre otras caracteristicas.
Los primeros cultivares transgénicos con resistencia a herbicidas se obtuvieron a
mediados de la década de 1990, y se desarrollaron exclusivamente en la especie B.
napus. Las dudas y cuestionamientos sobre la utilizacidon de esta tecnologia surgieron
con base en que B. napus posee diversos parientes silvestres en las regiones donde se

realiza el cultivo, con lo que el riesgo de flujo de genes hacia estos es alto, provocando



entre otras cosas el acortamiento de su ciclo floral y la introduccidn de resistencia a
herbicidas (Bruins, 2010; Gulden et al., 2008).

La tercera etapa del mejoramiento se enfoca en las nuevas generaciones millennials y
centennials, quienes se inclinan por una alimentacién de calidad con una dieta
balanceada. El aceite de colza posee una baja proporcién de acidos grasos saturados,
responsables del aumento del colesterol malo (LDL) en sangre, mientras que la
combinacidn de los acidos grasos no saturados es sumamente beneficiosa: posee altos
niveles de oleico (alrededor del 60 %) y un excelente balance de linoleico (Omega 6) y
linolénico (Omega 3), que favorecen la sintesis del colesterol “bueno” (HDL) (Iriarte y
Valetti 2008). En esta nueva era del mejoramiento se trata de optimizar la calidad
nutricional apuntando a obtener variedades con mejor relacidn oleico/linoleico y menor
contenido de grasas saturadas, entre otras cosas (Rakov et al., 2007).

Actualmente en el mundo y en Argentina

Las caracteristicas benéficas del aceite de colza lo han convertido en el tercer cultivo
oleaginoso del mundo luego de soja y palta, con una produccidon de 30 millones de
toneladas de aceite. En el mundo se producen 70 millones de toneladas de colza y los
principales productores son Canadd (29%), la Unidn Europea (25%) y China (19%) (USDA,
2019).

En Argentina se producen 40 mil toneladas de colza al afio y todos cultivares actuales
corresponden a la especie B. napus. Si bien el area donde es posible la produccién de
cultivares -tanto invernales como primaverales- es extensa (Figura 3), el cultivo es
sembrado en las provincias de Buenos Aires, La Pampa, Cérdoba, Entre Rios, Santa Fe y
Santiago del Estero representando en total un area sembrada no superior a las 20.000
ha (Iriarte, 2014; Agroindustria, 2019).

Las ventajas de la produccion en nuestro pais radican en que se trata de una oleaginosa
de ciclo inverno-primaveral frente a las demads que son estivales, por lo que ingresa al
mercado en una época en la que hay demanda y ocupa la molienda en épocas donde no
se utiliza para la soja y el girasol. También permite la realizacion de cultivos de segunda
en sistemas de labranza cero. La posible causa por la que la produccidon nacional de este

cultivo no estd en auge es la falta de informacion sobre los requerimientos del cultivo



en la zona, que genera un mal manejo del mismo, obtieniéndose rendimiento por debajo
del potencial (1400 kg ha en la zona vs 5000 kg ha? potenciales) (Gémez y Miralles,
2002), acompaiado de la falta de inversion en la mejora genética para la obtencion de
variedades mds adaptadas a la zona. Sumado a esto, la competencia con el trigo por el
espacio en el mismo momento y la presencia de malezas de su misma familia hacen
dificil su manejo.

A lo largo del tiempo diferentes entidades estatales y privadas generaron programas
para incursionar en la produccién de este cultivo en el pais, pero reiterados problemas
para la comercializar el producto terminaban por dar fin a estos programas (Iriarte y
Valetti, 2008). En la actualidad existen variedades creadas por mejoradores del INTA que

se adaptan mejor a las condiciones agroclimaticas de la zona (Iriarte, 2017)
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Morfologia

Brassica napus y B. rapa son especies anuales muy similares en cuanto a su morfologia,
se diseminan por semillas muy pequeiias, de 2,5 a 4 gramos ubicadas dentro de silicuas
dehiscentes por dos valvas. Tienen raiz pivotante y tallo erecto y ramificado que puede
llegar al metro de altura. Poseen dos tipos de hojas dispuestas en forma alterna.

Asimismo, poseen caracteres que permiten distinguirlas tanto en estado vegetativo



como en estado reproductivo (Tabla 1y Figura 4) (Marzocca et al., 1976; Pandolfo et al.,

2018).

Tabla 1. Diferencias en caracteres morfoldgicos para las especies B. napus y B. rapa.

Organo Brassica napus (colza) Brassica rapa (nabo)
Hojas abrazamiento parcial, forma: totalmente abrazadoras, forma:
superiores lanceolada, dentada o aserrada, ovadas, dentadas u onduladas,
liradas, dpice redondeado. enteras o sinuadas, con apice
mayormente redondeado
Hojas pediceladas, color: verde claras y pediceladas, color: verde oscura
inferiores nervadura central blanca, forma: y nervadura central blanca o

Inflorescencia

Flores

Silicuas

elipticas, dentadas o aserradas, sin

pubescencia.

flores abiertas ubicadas por debajo
de pimpollos

amarillo claro y de mayor tamano

valvasde 3,3a5cmdelargoy

rostrode 0,8a1cm

violacea, forma: ovada u
eliptica, ondulada o aserrada,
con pubescencia sobre el envés
flores abiertas ubicadas por
encima de pimpollos
amarillo intenso y de menor
tamano
valvas de 2,3 a 3,5 cm de largo,

yrostrodelal,7cm




Figura 4: Comparacién de érganos de Brassica napus (izquierda) y B. rapa (derecha). Ay
B: hojas inferiores, Cy D: hojas superiores, E y F: Flores abiertas en inflorescencias, G y
H: silicuas.

Brassica napus (colza) Brassica rapa (nabo)




Brassica rapa como maleza

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,
esquilmante y desecante del suelo. En Argentina es una maleza comun en cultivos de
trigo y otros cereales de invierno, se difunde entre sus semillas y 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, 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).

Las variedades horticolas de B. rapa fueron introducidas en América por los
colonizadores europeos. Desde el siglo XVI se encuentran registros de su cultivo en
Sudamérica, y en la zona del antiguo Perd 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-espontdnea. El escape de cultivo
parece haber sido general para estas especies en toda América, desde varios siglos atras
(Patifio, 1963) y seria el origen de las poblaciones maleza de esta especie en Sudamérica.
En nuestro pais, la importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida desde
la década del “30 (Ibarra, 1937). De hecho, la abundancia de B. rapa como maleza en la

zona era tal, que en 1930 la sola separacion de las semillas de nabo del cultivo de cereal
13



cubria los costos de produccién del mismo, lo que generd un incentivo para producirlo
por separado. Tanta era su difusion que figuraba su cotizacién en la bolsa de cereales y

en 1940 se establecieron las bases para comercializacién.
Flujo génico

Existe la posibilidad de que los genes de una poblacién se muevan hacia otra en un
proceso conocido como “flujo génico” y es, de hecho, una de las bases de la evolucién.
El flujo génico puede ser medido y estimado por diferentes métodos como pueden ser

la observacion de caracteres fenotipicos o marcadores moleculares (Planter, 2007).

Este proceso puede ocurrir naturalmente tanto entre individuos de poblaciones
silvestres como entre éstos y los cultivos modificados por el hombre, a través de plantas
voluntarias, poblaciones ferales y los parientes silvestres sexualmente compatibles con
el cultivo como puente entre ellos. El éxito de las hibridaciones depende de que se
produzca la polinizaciéon cruzada. Para que esto ocurra, ambas especies parentales
deben estar floreciendo al mismo tiempo, las plantas deben estar cerca en el espacio
para permitir que un vector (como el viento, el agua o animales) transporte el polen
desde el padre hasta los tejidos receptivos de la madre, el polen debe ser capaz de
efectuar la fertilizacién, y, finalmente, los embriones resultantes deben convertirse en
semillas viables y germinar. Por lo tanto, cualquiera de estos factores puede prevenir la

hibridacién. Aun asi la hibridacion sucede (Ellstrand, 2003).

La incorporacién de genes del cultivo de B. napus en poblaciones silvestres de B. rapa
podria tener un efecto incierto sobre las mismas. El destino de un alelo en una poblacién
dependerd de su efecto sobre a aptitud biolégica de los individuos que lo adquieren.
Existen tres posibles destinos para un alelo en una poblacién: 1) que no tenga ningun
efecto en ese ambiente ecoldgico (alelo neutro), con lo cual su frecuencia estd sujeta a
la deriva génica y podria persistir o perderse, 2) que su efecto sea deletéreo y conduzca
a una depresién alogamica, disminuyendo la viabilidad y fertilidad de los hibridos, o 3)
que el alelo sea beneficioso y el flujo génico acelere su diseminacién en la poblacion

silvestre (Ellstrand, 2003).



La aptitud bioldgica es una medida relativa de la eficacia reproductiva de un genotipo
cuando se lo compara con otro. Los componentes de la aptitud son la supervivencia y la
fecundidad, que pueden resultar afectadas en distintos momentos del ciclo vital. La
medicion de la aptitud puede hacerse a través de parametros que reflejan la
supervivencia y la fertilidad de los individuos, y la estimacidon de la misma es crucial, ya
que, como se menciond anteriormente, la incorporacion de un gen puede ser deleterea.
Por lo general las poblaciones silvestres son mas rusticas que los cultivos y sobreviven a
las plagas y enfermedades con diversos mecanismos de defensa, con lo cual la
introgresion de un gen que le confiera una caracteristica que a cierto cultivo le permita
sobrevivir, puede no ser tan significativo para supervivencia de la especie silvestre que
lo adquirid. Por el contrario, puede representar un costo para la planta que lo adquiera
debido a efectos pleiotropicos sobre otros caracteres fenotipicos que a su vez afecten la

aptitud (Poverene y Ureta, 2004).
Resistencia a herbicidas

Existen variedades de B. napus resistentes a diferentes tipos de herbicidas obtenidos
tanto por transgénesis como por mejoramiento convencional. Los eventos transgénicos
registrados actualmente incluyen colza resistente a glifosato (Canada 1994, aprobada
también en Estados Unidos, Japdon, México, Reino Unido y Australia), glufosinato
(Canada 1996, aprobada en Estados Unidos, Japdn y Australia), y bromoxinil (Canada y
Japon 1997) (OGTR, 2002). En Argentina esta prohibida la utilizacién de cultivares
obtenidos a través de transgénesis (SAGPyA, 1997; SENASA, 2007), aunque si se permite
la utilizacion de cultivares obtenidos a través de los métodos de mejoramiento
tradicionales. Es por esto que desde hace unos afios se utiliza la tecnologia Clearfield
obtenida por mutaciones inducidas, la cual presenta resistencia a los herbicidas de la

familia de las imidazolinonas (INASE, 2019).

No obstante, la prohibicion del cultivo de colza transgénica en Argentina, en el 2012
fueron halladas en la region pampeana del pais, poblaciones ferales de B. napus con el
transgén de resistencia a glifosato. A partir de esta situacién, el Grupo de Investigacién

de las Relaciones Cultivo-Silvestre (GIRCS CERZOS-UNS), comenzd a trabajar en su



caracterizacidn y surgieron diferentes hipdtesis respecto a su origen. Se cree que las
mismas pudieron haber ingresado por contaminacidon de semillas importadas de otros
cultivos antes del 2007, aiio a partir del cual la legislacién nacional solicita el analisis
probatorio de ausencia de material OGM (SENASA, 2007), o bien por la produccion de

colza transgénica de forma no autorizada (Pandolfo et al., 2018).

Luego del hallazgo de poblaciones ferales de colza con resistencia transgénica a glifosato
en la provincia de Buenos Aires, en el verano de 2012 se constatd la existencia de
poblaciones de nabo silvestre (B. rapa) resistente a glifosato en la misma zona.
Nuevamente se comprobd que la resistencia a glifosato en estas poblaciones era de
origen transgénico. Pero alguna de estas ademads presentaron resistencia al grupo de

herbicidas inhibidores de la enzima AHAS.

La presencia de poblaciones naturales de nabo con resistencia transgénica a glifosato y
a herbicidas AHAS en Argentina presenta un panorama complejo que involucra aspectos
de impacto ambiental por la liberacién en ambientes naturales del transgén. Ademas,
para 2019 estas poblaciones se han dispersado por todo el centro sur de la provincia de
Buenos Aires. El transgén ha persistido por mas de 8 afios en ambientes agricolas,
moviéndose también a zonas ruderales, con menor intervencion humana y presion de
seleccion por herbicidas (Pandolfo et al., 2017; Pandolfo et al., 2018). En estos
ambientes, la dispersion del transgén sélo dependera de su efecto en la aptitud bioldgica
de las plantas. Esto implica un grave riesgo para la diversidad de las poblaciones

silvestres de B. rapa y del ambiente en general.

Para el presente trabajo de intensificacion se trabajo con una poblacién de B. rapa
colectada en un lote agricola de Balcarce, que presentaba resistencia a glifosato (pero
no a herbicidas AHAS). Esta resistencia no se deberia a una mutacién natural sino a la
presencia del transgén GT73 que confiere resistencia a glifosato. La presencia del
transgén en estas poblaciones podria implicar un costo biolégico, disminuyendo la

fertilidad de las plantas, reduciendo la dispersién y el impacto ambiental.



2.1HIPOTESIS

1) La poblacién de Brassica rapa que posee el transgén de resistencia a glifosato

presentard una disminucién en su aptitud bioldgica.

2) La proporcién de plantas con resistencia a glifosato en una poblacion segregante,

disminuira con el avance generacional sin presion de seleccion.
2.20BJETIVOS

1) Caracterizar la aptitud biolégica de una poblacion silvestre de Brassica rapa con el

transgén de resistencia a glifosato.

2) Caracterizar la resistencia a glifosato de dos generaciones de una poblacién de

Brassica rapa segregante para ese caracter.



3.MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En el afio 2013 se colectaron plantas de B. rapa de un campo ubicado en la zona de
Balcarce. En el momento de coleccion el campo se encontraba sembrado con soja RRy
las accesiones que se utilizaron para este estudio fueron tomadas tanto dentro del lote

(RR) como fuera del lote (BR).

Las plantas de la accesion RR se encontraban aisladas (<50) en el estado de floracién a
fructificacidn, dentro de un cultivo de soja RR (Figura 5). 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.
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RR, ubicado en un establecimiento agropecuario del partido de Balcarce, durante 2013.
La historia del lote indica que el afio 2008 fue el Unico ano en el que se sembrd colza,

con tecnologia CL. La rotacién de cultivos basica del lote fue trigo-soja, registrandose
solo la siembra de un cultivo de girasol en la década previa. El registro de herbicidas
utilizados incluyé a tres SU (sulfonilureas) pero ninguna aplicacién de herbicidas IMI
(imidazolinonas). En toda la década, el sistema productivo estuvo bajo siembra directa,
predominando el empleo de barbecho quimico con glifosato y 2,4-D. El control de
malezas en trigo se efectud con dicamba y metsulfurdn, y la soja RR fue tratada con

glifosato. No se registraron aplicaciones de herbicidas SU durante dos afios consecutivos.

En trabajos previos, se comprobd que la accesidn RR, colectada dentro del lote de soja,
presentaba resistencia a glifosato. Mas aln, se detectd por distintos métodos, que las
plantas poseian el transgén GT73 que confiere resistencia a este herbicida, propiedad de
Monsanto (Pandolfo et al., 2018). La poblacién BR, que carecia de la aplicaciéon de
herbicidas debido a que se encontraba fuera del lote de soja RR, fue considerada como

susceptible.

Como control se utilizé una poblacion de B. rapa de probada susceptibilidad a herbicidas,
colectada en una zona sin contacto con cultivos de colza, sobre el margen este de la RP
74, entre Juarez y Tandil. La poblacidon se encontraba muy extendida (n >1000) en un

bajo inundable, en un area no cultivada (Figura 6).



Evaluacion de aptitud biolégica

Se evalué la aptitud biolégica de la accesién de B. rapa hallada dentro de un lote de soja,
con resistencia transgénica a glifosato (RR), y se la comparé con la accesion de la misma

poblacion, colectada en los bordes del mismo lote y sin resistencia a glifosato (BR).

Las accesiones fueron sembradas en bandejas multicelda con sustrato comercial
Growmix (Multipro) y criadas en el invernaculo del Dpto. de Agronomia (UNS) con luz

natural, riego diario y a temperatura de 20-25 °C.

En el estadio de tres hojas verdaderas se realizd un test inmunoldgico con un kit
comercial (QuickStix™ Kit for Roundup Ready® Canola Leaf & Seed) para determinar que
efectivamente las plantas presentaran el transgén GT73. Este kit estd 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, lo que permite que
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la enzima EPSPS catalice normalmente las reacciones de sintesis de aminoacidos

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

El procedimiento de andlisis realizado siguié 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. Luego se colocé un pildn pldstico dentro de cada tubo y se machacé
el material (hoja o semilla) durante 20-30 segundos. Se agregé el buffer de extraccion
dentro de cada tubo (700 pL para hoja y 350 uL para semilla). Se repitid el segundo paso
para mezclar el tejido con el buffer y posteriormente se descartd el pilon plastico. Se
colocé una banda dentro de cada tubo y luego de cinco minutos se procedié a realizar la

interpretacion (Figura 7).

De esta forma se seleccionaron dentro de la accesién RR, 15 plantas que poseyeran
efectivamente el evento transgénico, y se comprobd que las 15 plantas de la accesiéon

BR no presentaran el transgén.

3 RR
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Figura 7: Test inmunoldgico. Kit comercial (QuickStix™ Kit for Roundup Ready® Canola
Leaf & Seed). Las dos bandas de la izquierda con dos lineas coloreadas son tests
positivos, mientras que la banda de la derecha es un test que resultd negativo para la
presencia de la proteina CP4 EPSPS.
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Las 15 plantas de cada accesidn se trasplantaron en el campo experimental del
Departamento de Agronomia de la UNS, bajo condiciones de aislamiento, en carpas
cubiertas por un tejido antiafidos (Figura 8), con riego automatizado y desmalezado
manual periddicamente. Durante el periodo de floracién se colocaron abejas dentro de
las carpas para facilitar la polinizacion. Debido a pérdidas durante el ciclo de

crecimiento, se evalué un nimero de 14 plantas para la accesion susceptible (BR) y 12

para la accesion resistente (RR).

Fo “:h "
Figura 8: Carpa antiafidos conteniendo en su interior una de las accesiones de Brassica
rapa en estudio.

En el campo se tomaron los siguientes datos: diametro raiz, didametro de la roseta, altura
de planta, numero de ramas por planta y dias transcurridos hasta la floracion desde la

siembray el trasplante.

A la madurez de las accesiones, se cosechd la totalidad de las plantas de cada carpa por
separado cada una con su correcta identificacién. Una vez en el laboratorio se tomd una

muestra de un total de 15 silicuas de la rama principal de cada una de las plantas, con la
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gue se determinaron caracteres morfoldgicos y componentes del rendimiento tales
como: largo de silicua, largo del rostro de las silicuas, nimero de semillas por silicua,

peso de mil semillas y peso total de las semillas de cada planta.

Mediante el programa Infostat 2019 (Di Rienzo, 2019) se analizaron los caracteres
cuantitativos evaluados en el ensayo. Las medias de cada variable de las dos poblaciones
fueron comparadas mediante un test t de student. Esta prueba se aplica bajo el supuesto

de que ambas poblaciones estdan normalmente distribuidas y poseen varianzas iguales.
Persistencia de la resistencia

Se evalud la resistencia a glifosato de las accesiones de B. rapa. Las poblaciones fueron
sembradas en bandejas multicelda y posteriormente puestas en el invernadero bajo
condiciones controladas de humedad y temperatura de igual forma que en el ensayo

previo (Figura 9).

Se compard la accesion originaria de Balcarce colectada dentro del lote durante 2013
(RR), y un avance generacional (RRG2) obtenido bajo condiciones de aislamiento y sin
seleccion por herbicidas, realizado durante 2016 en una carpa provista con malla
antiafido. Como controles se utilizaron la accesion colectada en 2013 en el borde del

mismo lote donde se obtuvo BR, y la poblacidn susceptible JUA.

Se aplicé glifosato (formulado al 39,6%) a doble dosis comercial (X=1,29 kg e.a. ha*=3,7
L P.C. hal). La aplicacion fue realizada al estado 3-4 hojas verdaderas, 42 dias luego de la
emergencia de las plantas, usando un equipo de CO; a presidén constante, con pastillas
de abanico plano (Teelet® 8001 EVB), velocidad de 1,54 km h'y caudal de 127 Lha™. Un
dia previo a la aplicacidn se realizé un conteo para conocer el nimero de plantas que

efectivamente existian al momento (Tabla 2)

La supervivencia se evalud cuatro semanas después de la pulverizacion utilizando una
escala de daio 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 resistentes si el 20% de los individuos sobrevivian al herbicida (Moss et al.,



1999). 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

analisis de los resultados, los valores expresados en porcentaje fueron transformados de

acuerdo a la siguiente ecuacién: y = arcsen (x + 0,5)"2.

WA e e,

Figura 9: Bandeja multicelda con plantines de Brassica rapa, previo a la aplicacién de
glifosato.
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Tabla 2: Numero de plantas de cada accesidn de Brassica rapa por cada bandeja, previo
a la aplicacion de glifosato.
Poblacidn Repeticién N2 plantas antes de la aplicacién

1 66
76
RR
78

72

81

67
RRG2
63

A W N R WN

ATACADA POR HONGOS*

74
87
BR
95

68

R A W N

24

9
JUA
34

A W N

41

*La repeticion que fue atacada por hongos no fue tomada en cuenta en la evaluacién de
los resultados.



4.RESULTADOS

Evaluacién de la aptitud bioldgica

El andlisis comparativo de las poblaciones resistente (RR) y susceptible (BR) indicé que
los pardmetros evaluados resultaron en su mayoria similares entre las poblaciones,
mostrando una gran similitud entre la accesidon susceptible a glifosato y la accesién con

resistencia a herbicida.

A pesar de que se observaron diferencias entre la supervivencia de las accesiones RR y

BR, estas no fueron significativas.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas para los caracteres
vegetativos analizados: ancho de roseta, altura de planta y nimero de ramificaciones
principales. Tampoco hubo diferencias significativas entre los valores medios del
didmetro de la raiz de las dos poblaciones, aunque se registré una leve diferencia, siendo

mayor el valor para la poblacién RR (Figura 10).

Se hallaron diferencias en algunos parametros reproductivos como: silicuas por
inflorescencia y peso de 1000 semillas (que fueron mayores en la accesién susceptible
BR), y en el largo de silicua y numero de semillas por silicua (que fueron mayores en la
accesion resistente RR). El peso total de las semillas de las plantas de la poblaciéon
resistente fue levemente menor que las de la poblacién susceptible y los valores medios
de las muestras de RR fueron mas variables que los de BR, no llegando a resultar una
diferencia significativa. Por compensacidén entre estos componentes, no se hallaron

diferencias significativas en el rendimiento final por planta (Figura 11).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre los valores medios de
longitud de rostro de las silicuas de ambas poblaciones, oscilando entre 1,57 cm en BR

y 1,76 cm en RR, valores propios de la especie B. rapa (Figura 11).



Diametro de roseta Diametro de raiz
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Figura 10: Diametro de roseta (cm), didmetro de raiz (cm), altura de plantas (cm) y
numero de ramificaciones principales, de una accesion de Brassica rapa con el transgén

de resistencia a glifosato (RR) y una accesion sin el transgén (BR). NS: diferencias no
significativas, *: p<0.05, **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Silicuas por inflorescencia

Largo de silicua
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Figura 11: Numero de silicuas por inflorescencia, largo de silicua (cm), largo del rostro
de la silicua (cm), nimero de semillas por silicua, peso de mil semillas (g) y rendimiento
por planta (g), de una accesién de Brassica rapa con el transgén de resistencia a glifosato
(RR) y una accesion sin el transgén (BR). NS: diferencias no significativas, *: p<0.05, **:
p<0,01; ***: p<0,001.
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El intervalo de tiempo transcurrido entre la siembra y la floracidn de ambas poblaciones

fue similar. En cuanto al tiempo transcurrido entre el trasplante y la floracién de RR y

BR, tampoco fue significativamente diferente (Figura 12).

1384

cantitas de dias

1134

100

1251

Dias a floracion desde [a siembra

NS

Poblacian

cantidad de dias

804

204

701

Dias a floracién desde el trasplante

RR

NS

BR
Poblacian

Figura 12: Dias transcurridos entre la siembra y la floracion de una accesién de Brassica
rapa con el transgén de resistencia a glifosato (RR) y una accesién sin el transgén (BR).
NS: diferencias no significativas, *: p<0.05, **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Persistencia de la resistencia

Los resultados fueron concluyentes, la accesién tomada dentro del lote de soja RR

resistio a la aplicacion del producto tanto en su primera como en su segunda generacién

(Figura 13).
Supervivencia
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Figura 13: Supervivencia a la aplicacidon del herbicida glifosato de las poblaciones
colectadas dentro del cultivo, primera (RR) y segunda (RRG2) generacion, y fuera del
cultivo (BR Y JUA). Barras con letras distintas representan diferencias significativas para
p<0,05 segun test estadistico de Tukey.

Frente a la aplicacion del herbicida glifosato a todas las accesiones en estudio se pudo
observar que la accesidn colectada dentro del lote RR tuvo una marcada resistencia al
mismo, que fue del 74,22%. La supervivencia en la segunda generacion RRG2 fue
levemente superior, con un 78,93% de individuos sobrevivientes, aunque la diferencia

entre las mismas no fue significativa. En cuanto a las accesiones colectadas fuera del

cultivo, éstas no resistieron a la aplicacion del herbicida.
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5.DISCUSION

Los resultados de este trabajo demostraron que la presencia del transgén no disminuyd
la aptitud bioldgica de esta poblacién de B. rapa y, su dispersién en ambientes ruderales
sin presioén de seleccidn por glifosato no se veria limitada. A pesar de que se encontraron
diferencias en algunos componentes del rendimiento entre las accesiones con y sin el
transgén, estas fueron compensadas y no resultaron en diferencias en el rendimiento
final por planta. Los caracteres que permiten la supervivencia y fecundidad de las
plantas de B. rapa con el transgén de resistencia a glifosato, no se ven afectados con la
introgresion del mismo a su genoma, con lo cual la aptitud bioldgica de estas plantas no

se vio afectada.

Por otra parte, la proporcion de plantas resistentes en una generacidon avanzada,
obtenida en condiciones de aislamiento y sin presiéon de seleccidn de herbicida, se

mantuvo constante.

La mayor pérdida de individuos durante el ciclo vegetativo de la poblacién RR pudo
deberse a efectos propios de la hibridacién entre B. rapa y B. napus. Estos efectos
deletéreos que genera la hibridacion entre dos especies se estabilizan en las siguientes
retrocruzas, pero al tratarse de una poblacion que fue tomada de un campo donde no
se habia registrado la produccion de colza, no se sabe cdmo se introdujo el gen de
resistencia a la zona ni tampoco se sabe qué generacidon de hibridacion es la que el
equipo de trabajo recolecté. A pesar de esto, las diferencias en supervivencia con

respecto a la accesion susceptible BR no fue significativa.

En trabajos previos, se ha observado que los hibridos F1 y F2 producto de cruzas
controladas entre B. napus y B. rapa suelen en general presentar menos aptitud
bioldgica que sus parentales, en promedio. Sin embargo, alguno de sus hibridos
individuales ha mostrado ser reproductivamente tan exitoso como los progenitores
(Hauser et al., 1998). En la evaluacién del costo de la introgresion de un transgén de
resistencia a herbicidas de B. napus en una poblacion de B. rapa, (Snow et al. 1999) no
hallaron diferencias entre la accesidn con y sin el transgén, tras tres retrocruzas con la

especie silvestre.



La persistencia del transgén en ambientes naturales agrestales de Argentina ya ha sido
confirmada por al menos 5 afios en una poblacién de B. rapa. Ademads, se observé la
dispersidn de las plantas transgénicas por varios kildmetros desde el lugar de la primera
deteccion, incluso hacia habitats ruderales, con menos intervencién humana y presién
de herbicida (Pandolfo et al., 2018). En estos entornos, la persistencia de los biotipos

dependerd de la aptitud bioldgica o fitness de estas plantas.

Argentina se ubica en uno de los principales puestos de produccion de soja transgénica
resistente a glifosato, con lo cual se le brinda a esta maleza un escenario favorable para
su crecimiento y dispersidn, viéndose favorecida por la presién de seleccién que le

ofrece la aplicacion de glifosato al cultivo como préactica de manejo tipica.

Este hecho implica un importante problema a futuro para las relaciones internacionales
de comercializacidn, ya que semillas de B. rapa transgénica podrian mezclarse con las
de cualquier cultivo producido en la argentina y migrar hacia paises donde puede

representar un potencial peligro bioldgico.



6.CONCLUSIONES

La presencia del transgén de resistencia a glifosato en una poblacién de Brassica
rapa no implicé una reduccién en su aptitud biolégica, comparada con la misma
poblacion sin el transgén.

La resistencia a glifosato se mantuvo constante en una poblacién segregante
luego de un avance generacional bajo condiciones de aislamiento y sin presién
de seleccidn de herbicidas.

La dispersidon de estas poblaciones de B. rapa no se veria limitada incluso en
ambientes ruderales, con menor intervenciéon humanay presién de seleccién por
herbicidas. Esto implica un grave riesgo para la diversidad de las poblaciones

naturalizadas de B. rapa de Argentina y del ambiente en general.
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8.ANEXO

Tabla Al: Analisis de la varianza y test de Tukey con p=0.05 de los datos tomados antes

y después de la aplicacidn de glifosato en las poblaciones en estudio.

Poblacion Medias n E.E. Simbolos
RR 74,22 4 2,88 a
RRG2 78,93 3 3,33 a
BR 0 4 2,88 b
JUA 0 4 2,88 b
Tabla A2: Andlisis de los pardmetros evaluados
Valor Medio Valor Medio Resultado Prueba
Parametro evaluado Simbolos
BR RR T
Largo silicua (cm) 5,25 5,85 0,0187 *
Largo rostro (cm) 1,57 1,76 0,2638 NS
Silicuas por inflorescencia 45,9 32,76 0,0054 **
N° semillas 16,94 21,42 0,0278 *
Peso 1000 (g) 1,9 1,4 <0,0001 Hokk
Peso semillas (g) 55,5 55,4 0,995 NS
Didametro raiz (cm) 2,29 2,48 0,5454 NS
Diametro roseta (cm) 44,74 43,42 0,8001 NS
Altura (cm) 132,64 125,67 0,3331 NS
Ramas 17,79 16 0,2774 NS
Dias de floracién a siembra 136,79 135,33 0,6269 NS
Dias de floracion a
83,79 82,33 0,6269 NS

trasplante




