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RESUMEN

La dinamica de germinacion y la resistencia a herbicidas estan entre los rasgos adaptativos
mas importantes para la evolucién de las malezas en los sistemas agricolas actuales. La
dindmica de germinacion puede determinar el éxito de una maleza en un agro-ecosistema y
estd modulada por las condiciones ambientales y los componentes enddgenos y exdgenos
de las semillas. Por otro lado, la evolucién de la resistencia a herbicidas, modulada por los
factores bioldgicos vinculados a la especie y aquellos asociados a las practicas de manejo,
puede estar condicionada por los costos biol6gicos asociados a los alelos de resistencia.
Raphanus sativus L. (habdn) es una maleza problematica en las regiones templadas de
Sudamérica que ha desarrollado resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima
acetohidroxiacido sintasa (AHAS) debido a la mutacion Trp-574-Leu. Actualmente, se
desconocen los mecanismos que gobiernan la dormicion y germinacion en nabon, el efecto
de la mutacién Trp-574-Leu sobre su biologia, y el efecto de su interferencia sobre los
cultivos de invierno y de verano. Los objetivos de esta tesis fueron: evaluar la germinacion
de las semillas, aisladas y dentro de silicuas, en condiciones contrastantes de luz,
temperatura y tiempos de madurez post-cosecha; estudiar los aspectos fisicos, quimicos y/o
fisiologicos del fruto involucrados en la dormicién; evaluar la dormicion, germinacion y
emergencia de semillas y silicuas, en individuos susceptibles y resistentes, en condiciones
contrastantes de luz, temperatura, humedad y profundidad; evaluar la actividad enziméatica
AHAS vy los caracteres vegetativos y reproductivos en individuos resistentes y susceptibles
en condiciones de baja (costo fisioldgico) y alta (costo ecoldgico) interferencia; y cuantificar
la merma en el rendimiento de los cultivos de colza, trigo y girasol debidas a la interferencia
de densidades crecientes de nabon resistente. En este estudio, las semillas aisladas recién
cosechadas no mostraron dormicién primaria, pero la germinacion se redujo por la
exposicion a la luz y la presencia del pericarpio, especialmente a bajas temperaturas. El
pericarpio impuso dormicion fisiolégica por restriccion mecanica del endocarpio a la
expansion del embriéon o a la absorcion total de agua por las semillas. Ello tendria el
potencial de dispersar o escalonar la germinacioén y emergencia por un periodo extendido y
dificultar el control del nabon. El biotipo resistente mostr6 mayor germinacion bajo
exposicion a la luz y, en consecuencia, mayor germinacion de semillas sobre la superficie
del suelo, sugiriendo mayor germinacion en sistemas que podrian asemejarse a labranza
cero, respecto al biotipo susceptible. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre
biotipos en la germinacion en oscuridad y en la emergencia desde semillas/silicuas
enterradas. En condiciones de secano, el biotipo resistente mostro retraso y reduccion en la
emergencia final, pero estas diferencias no fueron encontradas en condiciones de alta
disponibilidad hidrica. Por otro lado, el biotipo resistente mostrd6 menor actividad enzimética

AHAS, menor materia seca aérea total y menor aptitud reproductiva que el susceptible cony
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sin interferencia con un cultivo. Este costo biolégico podria reducir la frecuencia de los
alelos resistentes en ambientes sin seleccidén con herbicidas. Finalmente, la interferencia de
nabon durante toda la estacidén de crecimiento resulté en graves pérdidas de rendimiento en
colza y trigo, pero menores en girasol. Los resultados encontrados en esta tesis podrian ser
utilizados para desarrollar estrategias de manejo en contra de las poblaciones de nabén

resistente.



ABSTRACT

Germination dynamic and herbicide resistance are among the most important adaptive traits
for weed evolution under current agricultural systems. Germination dynamic may determine
the success of a weed in an agroecosystem and it is modulated by environmental conditions
and endogenous and/or exogenous components of the seeds. On the other hand, the
evolution of herbicide resistance, modulated by biological factors related to weed species
and those factors associated with management practices, may be conditions by fitness cost
associated with herbicide resistance alleles. Raphanus sativus L. (feral radish) is a
problematic weed in temperate zones of South America that has developed resistance to
acetohydroxyacid synthase (AHAS) inhibitor herbicides due to the Trp-574-Leu mutation. At
present, there are no information on seed dormancy and germination, the effect of the Trp-
574-Leu mutation on fitness and the effect of the interference of feral radish on winter and
summer crops. The objectives of this thesis were to evaluate germination of seeds, isolated
and inside pods, under contrasting conditions of light, temperature and post-harvest times;
evaluate physical, chemical and/or physiological aspects of pods involved in seed dormancy;
evaluate dormancy, germination and emergence of seeds, isolated and inside pods, in
individuals with and without the Trp-574-Leu mutation under contrasting conditions of light,
temperature, humidity and depth; evaluate AHAS activity and vegetative and reproductive
traits in feral radish individuals susceptible and resistant with the Trp-574-Leu mutation
under low (physiological cost) and high (ecological cost) interference; and quantify yield
losses in oilseed rape, wheat and sunflower crops due to season-long interference with
increasing densities of resistant feral radish. Here, fresh isolated seeds showed no primary
dormancy, but germination was reduced by exposure to light and the presence of the
pericarp, especially under low temperatures. The pericarp imposed physiological dormancy
by mechanical restriction of the endocarp to the embryo expansion and/or to full water
uptake by seeds inside it. This would have the potential to spread the germination and
emergence timing over a more extended period and hindering the control of feral radish. In
addition, eight of 17 feral radish accessions presented individuals widely resistant to AHAS
herbicides. The resistant biotype showed higher germination under light and consequently
higher germination in seeds placed on soil surface, which could increase seed germination
under no-tillage system respect to the susceptible biotype. However, no differences were
found between biotypes on germination in dark and emergence from buried seeds/pods.
Under rainfed conditions, the resistant biotype showed delay and final reduction in
emergence; however, these differences were not found under high water availability. On the
other hand, the resistant biotype showed lower AHAS activity, dry biomass and reproductive
traits than the susceptible under low and high intra/interspecific competition. This fithess cost

could reduce frequency of the resistant alleles without herbicide selection. Finally, season-
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long feral radish interference resulted in serious yield losses in oilseed rape, wheat but less
reduction in sunflower. The results found in this study could be used to develop

management strategies against resistant feral radish populations.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por los jurados

Firma del Director
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RSBAY: Poblacion de Necochea.

RSBA10: Poblacion de Pieres.

RSBAL11: Poblacion de Loberia.

RSBA12: Poblacion de Ibarra.

RSBA13: Poblacion de La Dulce.

RSBA14: Poblacion del establecimiento “El Tupungato” (Necochea).
RSBA15: Poblacion del INTA Hilario Ascasubi.

RSBAL16: Poblacién de Villalonga.

RSBAL7: Poblacién del establecimiento “Morales” (Necochea).
RSBA18: Poblacion de Azul.

RSBA19: Poblacion del establecimiento “La Isaura” (Balcarce).
RSBA20: Poblacion de Pieres.

RSLP2: Poblacion de Falucho (La Pampa).

S: Susceptible a herbicidas

Ser-653: Serina en la posicion 653 de la enzima AHAS.

SU: Sulfonilureas.

TPP: Tiamina pirofosfato.

Trp-574: Triptofano en la posicion 574 de la enzima AHAS
Trp-574-Leu: Sustitucién de leucina por triptofano en la posicién 574.

UV-C: Luz ultravioleta.
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INTRODUCCION GENERAL

El aumento de la poblacion mundial exigird una mayor producciéon de alimentos, que solo
puede lograrse aumentando los rendimientos de los cultivos y aplicando un enfoque
sustentable (Carvalho, 2006; Alexandratos y Bruinsma, 2012). La productividad de los
cultivos destinados a consumo humano se encuentra amenazada por interferencia y/o dafio
a partir de adversidades bi6ticas, especialmente malezas, enfermedades y plagas (Oerke,
2006). Las malezas, plantas indeseables que interfieren con la agricultura y los recursos
naturales, se consideran la principal limitante para la produccion de alimentos en los
sistemas agricolas de todo el mundo (Oerke, 2006; Vencill et al.,, 2012). En los agro-
ecosistemas, las malezas incrementan los costos de produccion y afectan negativamente el
rendimiento de los cultivos al competir por recursos esenciales como la luz, el espacio, los
nutrientes, y el agua, y/o liberando sustancias quimicas téxicas (alelopéaticas) (Zimdahl,
2007; Cobb y Reade, 2010; Swanton et al., 2015). Ademas, comprometen la calidad de los
cultivos, al contaminar las semillas y reducir el valor de los productos cosechados,
interfieren con las labores de siembra y cosecha, y actian como hospederos para plagas y
enfermedades (Zimdahl, 2007; Cobb y Reade, 2010; Norsworthy et al., 2012). Por lo tanto,

el control de malezas es un componente importante en el éxito de la produccion de cultivos.

El control de malezas se puede lograr a través de métodos manuales, mecanicos,
culturales, quimicos y biol6gicos (Shaner y Beckie, 2014). El control quimico mediante
herbicidas se ha convertido en el método mas econémico, mas adoptado y posiblemente el
mas efectivo para controlar las malezas en los sistemas agricolas en todo el mundo
(Gianessi, 2013; Bajwa, 2014; Varanasi et al., 2016). A pesar de la existencia de 26
diferentes modos de accion de herbicidas (Cobb y Reade, 2010; Heap, 2019), los
agricultores generalmente utilizan un ndmero limitado de ellos, con poca 0 ninguna
diversidad en las practicas de manejo (Shaner y Beckie, 2014). A su vez, la sobre-
dependencia de los herbicidas para reducir las infestaciones de malezas ha resultado en la
seleccién de caracteristicas adaptativas que permitieron su supervivencia y reproduccion
(Powles y Yu, 2010; Hicks et al., 2018). Como resultado de este proceso, existe un
sustancial incremento en la incidencia de malezas resistentes. Actualmente existen en el
mundo 502 casos de malezas resistentes a herbicidas en 258 especies (150 dicotiledéneas
y 108 monocotiledéneas). Las malezas han desarrollado resistencia a 23 de los 26 sitios de

accion de herbicidas conocidos, en més de 93 cultivos en al menos 70 paises (Heap, 2019).

La enzima acetohidroxidcido sintasa (AHAS), también conocida como acetolactato sintasa
(ALS), es la primera enzima involucrada en la biosintesis de los amino4cidos de cadena
ramificada valina, leucina e isoleucina (Duggleby et al., 2008; Liu et al., 2016). La enzima

AHAS es el sitio de accién comdn de cinco familias quimicas de herbicidas: sulfonilureas
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(SV), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidinas, pirimidinil-benzoatos y sulfonil-aminocarbonil-
triazolinonas (Tan et al., 2006; Duggleby et al., 2008). Estos herbicidas inhiben la enzima
AHAS mediante el blogueo de un canal a través del cual los sustratos acceden al sitio activo
(inhibicién no-competitiva) (McCourt et al., 2006; Liu et al., 2016). Desde la introduccién del
clorimurén en 1982, los herbicidas inhibidores de AHAS han sido globalmente utilizados
debido a su amplio espectro de control de malezas a muy bajas dosis de aplicacion, amplia
selectividad de cultivos, alta eficacia de control, alta actividad residual en el suelo, bajo
impacto ambiental, baja toxicidad en mamiferos y su costo relativamente bajo (Duggleby et
al., 2008).

Las malezas resistentes a inhibidores de AHAS han emergido rapidamente en cultivos de
cereales, oleaginosas, forestales, y en las banquinas de carreteras, caminos secundarios y
vias de ferrocarril como resultado del uso repetido y generalizado de estos herbicidas
(Heap, 1997). En 1987, solo 5 afios después de la introduccion de la primer SU, se
encontraron biotipos de Lactuca serriola L. y Kochia scoparia L. resistentes a herbicidas
AHAS (Mallory-Smith et al., 1990; Hashem y Dhammu, 2002; Tranel y Wright, 2002),
aunqgue el primer caso de resistencia a inhibidores AHAS fue hallado en una poblacion de
Lolium rigidum con resistencia metabdlica a diclofop-metil. Este herbicida es un inhibidor de
acetil coenzima A carboxilasa (ACCase, una enzima clave en la sintesis de &cidos grasos),
estaba muy difundido previamente a la introduccién al mercado de los herbicidas AHAS
(Heap y Knight, 1986). A nivel mundial, varios biotipos de al menos 162 especies de

malezas han desarrollado resistencia a herbicidas AHAS (Heap, 2019).

La evolucion de la resistencia a herbicidas AHAS se debe mayormente a mutaciones
puntuales en la secuencia del gen que codifica para la enzima AHAS, con el consecuente
cambio en la secuencia de aminoacidos. Estos cambios reducen la sensibilidad de la
enzima a estos herbicidas (Yu y Powles, 2014). Debido a ello, la medicién de la actividad de
la enzima AHAS se considera un método de diagnéstico de la resistencia (Breccia et al.,
2013). Hasta el momento se han identificado 29 sustituciones de aminoacidos en ocho
posiciones (Ala-122, Pro-197, Ala-205, Asp-376, Arg-377, Trp-574, Ser-653 y Gly-654) del
gen AHAS que aportan resistencia a herbicidas en poblaciones de malezas (Yu y Powles,
2014; Heap, 2019). Las mutaciones mas comunmente identificadas son en la posicion Pro-
197 y Trp-574 (Yu y Powles, 2014; Heap, 2019). Ello puede reflejar el patrén de uso de
herbicidas, los herbicidas SU seleccionan principalmente para la mutacion Pro-197,
mientras que SU + IMI seleccionan principalmente para la mutacion Trp-574-Leu (Yu y
Powles, 2014). Por lo tanto, la resistencia provocada por mutaciones puntales en el gen
AHAS, el alto numero de mutaciones funcionales encontradas, y la prolongada presion de

seleccién causada por la residualidad en el suelo de estos herbicidas han provocado que
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los herbicidas inhibidores de la enzima AHAS comprendan uno de los grupos mas

propensos a generar malezas resistentes (Beckie, 2006; Heap, 2019).

La evolucion a través de la seleccion natural es un proceso continuo que permite a las
poblaciones de malezas superar, eventualmente, las presiones de seleccidn impuestas por
las estrategias de erradicacion. Los cambios evolutivos que confieren adaptacion a un
nuevo ambiente, por ejemplo la resistencia a herbicidas, pueden traer aparejados efectos
pleiotropicos negativos sobre la biologia en el ambiente original, también llamado costo
adaptativo (Vila-Aiub et al., 2009; Cousens y Fournier-Level, 2018). Estos costos pueden
evitar la fijacion de un nuevo alelo adaptativo y contribuir al mantenimiento de los
polimorfismos genéticos en las poblaciones (Vila-Aiub et al., 2009; Powles y Yu, 2010). Los
principales factores que influencian la dinAmica de evolucién de la resistencia a herbicidas
pueden ser clasificados en aquellos relacionados a la biologia de la especie, los
relacionados con la genética de la resistencia y los vinculados a las practicas de manejo
(Roux et al., 2008). El ciclo de vida, la produccién, dormicién y longevidad de las semillas, el
sistema de reproduccion y la distancia de migracion de polen y semillas son los principales
factores relacionados a la biologia de la especie que determinan el ritmo de
dispersién/evolucion de la resistencia. Entre los factores relacionados a la genética de la
resistencia se encuentra la frecuencia inicial de genes de resistencia en la poblacion, el tipo
de herencia (dominante o recesiva) y el costo adaptativo de los alelos de resistencia. Los
factores vinculados a las practicas de manejo dependen principalmente de los patrones
espaciales y temporales relacionados con la aplicacion de herbicidas, la dosis y
caracteristicas de los herbicidas, la mezcla y rotacién de modos de accién de herbicidas, las
practicas culturales y las demas practicas de manejo, que van a incidir en la intensidad de

seleccién (Roux y Reboud, 2007).

La aptitud biol6gica representa la capacidad de un individuo o genotipo para sobrevivir y
reproducirse en un ambiente determinado, Yy consecuentemente, de aportar
genes/individuos a la siguiente generacién (Orr, 2009; Vila-Aiub et al., 2009; Cousens y
Fournier-Level, 2018). Desde el punto de vista relativo, la aptitud refleja la capacidad que
tiene una clase de organismos con respecto a otros, de perpetuarse en la siguiente
generacion dentro de una poblacion (Vila-Aiub et al.,, 2015; Keshtkar et al., 2019). El
mecanismo fisiolégico responsable de la resistencia a herbicidas puede afectar otros
caracteres y, en ultima instancia, alterar la aptitud biolégica de los genotipos de formas
diferentes (Cousens y Fournier-Level, 2018). La aptitud bioldgica integra varios rasgos del
ciclo de vida, tales como dormicién y germinacion de las semillas, emergencia y

establecimiento de las plantulas, fenologia, tasa de crecimiento, polinizacién, produccion de
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biomasa, tamafio y nimero de semillas y rendimiento por planta. En conjunto, se favorece o

reduce la prevalencia de un genotipo dado respecto a otro (Keshtkar et al., 2019).

Las diferencias en aptitud bioldgica entre dos genotipos pueden surgir de diferencias en el
comportamiento en cualquiera de las etapas de su ciclo de vida. Cada uno de estos
“‘componentes de aptitud”, representados por cada una de las etapas del ciclo de vida,
pueden contribuir a las diferencias en la aptitud total entre genotipos, es decir, pueden hacer
que diferentes genotipos aporten diferentes niumeros de progenie a la siguiente generacion
(Orr, 2009). Por lo tanto, es posible subdividir en forma arbitraria la aptitud biolégica,
estimando por separado mas de un componente y discutiendo como cada uno de ellos se
ve afectado (en ausencia de herbicidas) por la resistencia (Roux et al., 2006; Cousens y
Fournier-Level, 2018; Keshtkar et al., 2019). Por ejemplo, estimando la proporcion de
semillas que se convierte en plantas mediante el estudio de la dormicién, germinacién y
emergencia, estimando la tasa de crecimiento, la biomasa total, el tamafio y nimero de
semillas y finalmente el rendimiento reproductivo de las plantas maduras en ausencia de un

agente selectivo.

En algunos casos, se ha demostrado que las mutaciones de resistencia a los herbicidas
AHAS pueden alterar la funcionalidad enzimatica AHAS, debido a que algunos residuos de
aminoacidos han demostrado ser importantes tanto para la unién del herbicida como para el
mantenimiento de la actividad catalitica de la enzima (Duggleby et al., 2008; Yu y Powles,
2014). Dependiendo de la especie, distintas mutaciones de resistencia a AHAS estuvieron
asociados a reduccion (Ashigh y Tardif, 2007; Li et al.,, 2013; Menegat et al., 2016),
incremento (Yu et al.,, 2003, 2010; Li et al., 2013; Chen et al., 2015) o ausencia de
modificacion (Han et al., 2012; Yu et al., 2012; Chen et al., 2015; Cross et al., 2015) en la
actividad enzimatica AHAS.

Sin embargo, la modificacion de la actividad enzimatica no necesariamente se traduce en
efectos pleiotropicos a nivel de planta entera (Yu y Powles, 2014). Las evaluaciones de la
aptitud biolégica en especies resistentes a herbicidas AHAS determinaron que los costos de
resistencia pueden ser expresados de diferente manera, dependiendo de la mutacion
especifica (Tardif et al., 2006; Ashigh and Tardif 2009; Yu et al., 2010; Li et al., 2013; Yu
and Powles 2014), la especie de maleza (Tardif et al., 2006; Yu et al., 2010; Li et al., 2013) y
las condiciones ecol6gicas (Purrington and Bergelson 1997; Ashigh and Tardif 2009). Por
ejemplo, Raphanus raphanistrum, Lolium rigidum y Kochia scoparia con cinco, cuatro y dos
mutaciones AHAS, incluyendo la mutacion Trp-574-Leu, no mostraron efectos pleiotropicos
negativos sobre el crecimiento y la competitividad (Légére et al., 2013; Li et al., 2013;

Menegat et al., 2016). En estos casos, es probable que los alelos de resistencia
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permanezcan en la poblacién, aun en ambientes sin seleccidén con herbicidas (Yu y Powles,
2014). En cambio, la mutacion Trp-574-Leu mostro fuerte efectos pleiotrépicos sobre la
morfologia y anatomia de las hojas en Amaranthus powellii, resultando en reducciones
significativas en el crecimiento y la produccién de semillas (Tardif et al., 2006). Ello
demuestra que no existe un comportamiento universal en los costos de resistencia a

herbicidas AHAS vy, por lo tanto, deben ser evaluados caso por caso.

La dormicion y la germinacion son caracteres/componentes importantes asociados a la
aptitud biolégica de una especie (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La dormicion se
define como la ausencia de protrusion de la radicula, aun cuando las condiciones
ambientales son favorables para la germinacion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006;
Baskin y Baskin, 2014). Este mecanismo es utilizado por las plantas para evitar la
germinacion durante periodos que son solo efimeramente favorables y a su vez, para
distribuir su descendencia a lo largo del tiempo y protegerla contra eventos catastréficos
impredecibles (Willis et al.,, 2014). Por lo tanto, mediante mecanismos fisioldgicos,
morfologicos y anatdémicos, la dormicion determina el ambiente que experimentan las
plantulas luego de la germinacion (Donohue et al., 2005a; Willis et al., 2014), y los
requerimientos para su ruptura, en diferentes especies, pueden ser muy especificos
(Donohue et al.,, 2010). A pesar de su importancia, un limitado numero de estudios
evaluaron los costos biol6gicos asociados con las mutaciones de resistencia a herbicidas
AHAS sobre estos estados del ciclo de vida (revisado en Darmency et al., 2017). Una mayor
comprension de las consecuencias de los alelos de resistencia a herbicidas sobre la aptitud
biologica es importante para predecir la dinamica evolutiva de la resistencia, y por lo tanto,
para desarrollar estrategias de manejo mediante las cuales los costos de aptitud puedan ser

manipulados para la seleccion en contra de los alelos resistentes (Vila-Aiub et al., 2009).

El género Raphanus pertenece a la familia Brassicaceae y comprende dos especies
basicas: Raphanus sativus L., que engloba todas las formas botanicas cultivadas, vy
Raphanus raphanistrum L., que crece en forma silvestre en diversas regiones del mundo.
Ambas especies son diploides, con nueve pares de cromosomas y pueden hibridar entre si
(Snow y Campbell, 2005). R. sativus (rdbano o rabanito) es una especie herbacea cultivada
en todo el mundo por el valor alimenticio de sus raices engrosadas (Kaneko et al., 2011;
Warwick, 2011). El origen del cultivo no ha sido dilucidado por completo, aunque las
investigaciones sugieren que fue domesticado independientemente en Eurasia y el este de
Asia (Yamagishi y Terachi, 2003; Kaneko et al., 2007; Warwick, 2011). Representaciones
encontradas en las paredes de las piramides de 4000 afios de antigiiedad sugieren que el
rabano fue un cultivo importante en antiguo Egipto aproximadamente en el 2000 a.C. El

rabano también fue cultivado en el este de Asia, principalmente en el actual territorio de
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China, hace mas de 2000 afios. Actualmente alli se concentra la mayor diversidad

morfoldgica y de aptitud culinaria de la especie (Snow y Campbell, 2005).

Las poblaciones espontaneas de rabano (nabdn) encontradas en Europa, América del Sur,
América del Norte y Japon, son consideradas formas asilvestradas o de-domesticadas
(ferales) derivadas del biotipo cultivado (Panetsos y Baker, 1967; Snow y Campbell, 2005;
Theisen, 2008; Pandolfo et al., 2016). El nabdn es una especie invasora muy perjudicial en
zonas templadas de Sudamérica incluyendo Brasil, Uruguay, Paraguay, Chile, Argentina, y
de Norteamérica incluyendo México y Estados Unidos (Snow y Campbell, 2005; Theisen,
2008; Kaneko et al., 2011; Pandolfo et al., 2013, 2016). En Argentina aparece mencionado
en el Almanaque de 1937 del Ministerio de Agricultura, donde es referido como maleza
frecuente en trigo y lino (Ibarra, 1937). Existen registros de nabén en al menos 20 provincias
(Pandolfo et al., 2018). En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, el nabdn se
encuentra ampliamente distribuido como maleza habitual de cultivos de cereales,
oleaginosas y algunos cultivos forrajeros y horticolas (Pandolfo et al., 2013, 2016, 2018).
Scursoni et al., (2014) determinaron que el nabdn es una de las especies de malezas que

ha mostrado mayor incremento de su incidencia, en los ultimos 35 afios.

El nabon crece principalmente en ambientes disturbados, como méargenes de caminos, y en
suelos agricolas (Pandolfo et al., 2018). Presenta un ciclo de vida anual, otofio-inverno-
primaveral, con nacimientos concentrados en mayo, y floracion y fructificacién desde
primavera hasta principios del otofio. Si las condiciones son favorables, puede desarrollar
un ciclo estival, con nacimientos en primavera y floracion en otofio (Marzocca, 1976;
Pandolfo et al., 2018). Debido a su auto-incompatibilidad son de reproduccién cruzada
obligada, y la polinizacion es facilitada por insectos (Snow y Campbell, 2005; Kaneko et al.,
2011).

Su probable antecesor silvestre, R. raphanistrum (rabizén o rabano silvestre), es un invasor
exitoso y ha ingresado a ranking de las peores malezas del mundo. Ha sido informado como
maleza problematica en mas de 45 cultivos en al menos 65 paises (Blackshaw et al., 2002;
Snow y Campbell, 2005; Warwick y Francis, 2005; Lamego et al., 2013), y en Australia, el
sur de los Estados Unidos y el sur de Brasil es considerada una de las malezas mas
problematicas en los cultivos de invierno (Webster y MacDonald, 2001; Snow y Campbell,
2005; Warwick y Francis, 2005; Lamego et al., 2013). La presencia de R. raphanistrum en
Argentina fue documentada por Marzocca (1976) y Parodi (1964) como una especie
adventicia rara, limitada a la region noreste de la provincia de Buenos Aires. Los herbarios

Darwinion, FAUBA y UCO registran solo seis ejemplares, uno de ellos colectado en 1929.
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Sin embargo, nuestro grupo no ha logrado hallar individuos de la especie, incluso en los
lugares mencionados por la bibliografia (Pandolfo et al., 2013).

En distintas regiones del planeta, R. sativus y R. raphanistrum han desarrollado resistencia
a herbicidas, incluyendo a inhibidores AHAS. Se ha demostrado la presencia de R.
raphanistrum con resistencia a AHAS en Australia (Hashem et al., 2001; Walsh et al., 2001),
Sudéafrica (Smit y Cairns, 2001) y Brasil (Costa y Rizardi, 2014). La resistencia a AHAS en
R. sativus fue demostrada en Brasil (Theisen, 2008), Chile (Heap, 2019), y Argentina
(Pandolfo et al.,, 2013, 2016). Pandolfo et al. (2016) demostraron la presencia de la
mutacion Trp-574-Leu en dos poblaciones del sudeste de la provincia de Buenos Aires, que

aporto resistencia cruzada a las cinco familias quimicas de herbicidas AHAS.

Nuestro grupo de investigacién, entre 2008 y 2016, realiz6 al menos diecisiete viajes de
exploracion para ubicar especies de interés, principalmente por la regiébn pampeana,
incluyendo las provincias de Buenos Aires, La Pampa y Cordoba. Algunas exploraciones
abarcaron Entre Rios, Tucuman, Salta, Mendoza y Rio Negro. Las misiones se realizaron a
través de rutas nacionales, provinciales y caminos vecinales (Pandolfo, 2016). En estas
misiones se recolectaron 31 accesiones correspondientes a 19 poblaciones de nabén,
principalmente en la provincia de Buenos Aires, exceptuando una poblacion en la provincia
de La Pampa (Pandolfo, 2016). La caracterizacion de las poblaciones de R. sativus
realizada por Pandolfo, (2016) mostro que las poblaciones de nabon colectadas fueron muy
similares entre si, y destacé la presencia de rasgos inherentes a las formas cultivadas, entre
ellos raiz engrosada, silicuas globosas y corchosas con poca constriccion entre las semillas,
gue permanecen en la planta por largo tiempo posterior a la madurez, y semillas de gran
tamafio y biomasa, que podrian indicar el origen feral de estas poblaciones. La distribucion
geogréfica de las poblaciones utilizadas en la presente tesis se puede observar en la figura

I, y mayores detalles de las poblaciones son provistos y discutidos en el Capitulo 2.

Los mecanismos que gobiernan la dormicién, germinacidon y emergencia, los posibles
efectos pleitrépicos de la mutacion Trp-574-Leu que podrian interferir en la evolucién de las
poblaciones susceptibles y resistentes a herbicidas AHAS y en la dinamica de la
interferencia de las plantas ferales de R. sativus resistentes sobre los cultivos son
desconocidos. En funcién de lo expuesto previamente, se propusieron las siguientes

hipotesis y objetivos de trabajo:
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Figura I. Distribucion geogréafica de las poblaciones de Raphanus sativus (nabon) utilizadas
en esta tesis. Los simbolos indican la localizacién de las poblaciones resistentes (A) y
susceptibles (¢#) (ver Capitulo 2), y algunas ciudades (m) utilizadas como referencia. El
recuadro en linea sélida muestra las poblaciones de la regibn Pampeana, Argentina, y el
recuadro en linea punteada muestra las poblaciones recolectadas en el sudeste de la

provincia de Buenos Aires.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

El objetivo de esta tesis fue la caracterizacion agroecologica de poblaciones naturales de

Raphanus sativus (nabdn) resistentes a herbicidas AHAS.

Objetivos especificos

Hipotesis 1: La germinacion de las semillas de poblaciones naturales de R. sativus es
afectada por las condiciones ambientales (temperatura, luz/oscuridad) y los aspectos
anatémicos y/o fisioldgicos de las semillas o los tejidos del fruto. Estos requerimientos se

reducen durante la post-maduracion y/o el almacenamiento en condiciones invernales.

Objetivo 1.1: Evaluar la germinacién de las semillas aisladas y dentro de silicuas intactas

en condiciones contrastantes de luz, temperatura y tiempos de madurez post-cosecha.

Objetivo 1.2: Estudiar aspectos fisicos, quimicos y/o fisiol6gicos de los tejidos del fruto
involucrados en la dormicion de las semillas, y simular la post-maduracién invernal de las

silicuas.

Hipo6tesis 2: La mutacion Trp-574-Leu que confiere resistencia a los herbicidas AHAS no
impone efectos pleiotrépicos negativos sobre la actividad enzimatica AHAS y los caracteres

vegetativos y reproductivos de las poblaciones naturales de R. sativus.

Objetivo 2.1: Evaluar la actividad de la enzima AHAS y los caracteres reproductivos en
poblaciones de R. sativus susceptibles y resistentes con la mutacion Trp-574-Leu criadas

sin interferencia con un cultivo (costo fisiol6gico).

Objetivo 2.2: Evaluar los caracteres vegetativos y reproductivos en individuos de R. sativus
con y sin la mutacion Trp-574-Leu criados bajo interferencia intra e interespecifica (costo

ecoldgico).

Objetivo 2.3: Cuantificar el efecto de la interferencia de densidades crecientes de R. sativus
resistente a herbicidas AHAS sobre los componentes del rendimiento y el rendimiento de

colza, trigo y girasol.

Hipdtesis 3: La mutacion Trp-574-Leu que confiere resistencia a los herbicidas AHAS no

afecta la germinacion y emergencia de plantulas en poblaciones naturales de R. sativus.

Objetivo 3: Evaluar la dormicién, germinacion y emergencia de semillas aisladas y silicuas
intactas en individuos de R. sativus con y sin la mutacion Trp-574-Leu en condiciones

contrastantes de luz, temperatura, humedad y profundidad de entierro.
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El capitulo 1 abordaréa los objetivos 1.1 y 1.2 (hipotesis 1), el capitulo 2 los el objetivo 2.1
(hipétesis 2), el capitulo 3 el objetivo 3 (hip6tesis 3), el capitulo 4 el objetivo 2.2 (hipotesis

2) y finalmente el capitulo 5 el objetivo 2.3.
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CAPITULO 1

Rol de laluzy el pericarpio sobre la dormiciéon y germinaciéon de las semillas de

Raphanus sativus (nabdn)

INTRODUCCION

La dinamica de germinacion puede determinar las condiciones ambientales experimentadas
por las plantas por el resto de sus vidas y, por lo tanto, el éxito de una especie en un agro-
ecosistema (Donohue et al.,, 2005b; Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Batlla y
Benech-Arnold, 2014). La dinamica de germinacién y emergencia puede ser afectada por
las condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura, luz/oscuridad, humedad) y los
aspectos fisiol6gicos y anatoémicos de las semillas y/o sus coberturas (Baskin y Baskin,
2004, 2014). La temperatura suele ser el principal factor ambiental que afecta la
germinacion, y su respuesta puede ser influenciada por otros factores ambientales, por

ejemplo la exposicion a la luz (Donohue et al., 2007; Heschel et al., 2007).

La luz es una de las principales sefiales ambientales que interviene en la germinacion y
muchas especies han mostrado respuestas diferenciales a la luz y a la oscuridad (Baskin y
Baskin, 2014; Batlla y Benech-Arnold, 2014). Se ha sugerido que el control luminico sobre la
germinacion desempefia un rol ecolégico importante bajo condiciones de campo,
principalmente debido a la posibilidad de sensar/detectar dénde, cuando o bajo qué
condiciones/circunstancias la germinacién deberia ocurrir (Batlla y Benech-Arnold, 2014).
Por ejemplo, las semillas de algunas especies germinan mejor en la oscuridad que en la luz
(Malik et al., 2010), sugiriendo que las semillas que permanezcan en la superficie del suelo
no germinaran hasta ser enterradas por las operaciones de labranza y/o siembra (Chauhan
et al., 2006a; Batlla y Benech-Arnold, 2014). Las semillas de otras especies pueden
germinar mejor en condiciones de luz que en oscuridad (Kettenring et al., 2006; Presotto et
al., 2014). Este requerimiento luminico podria prevenir la germinacion de las semillas
enterradas y promover la germinacion de las semillas que estdn sobre o cerca de la

superficie del suelo (Batlla y Benech-Arnold, 2014).

La dormicién es la ausencia de la protusion de la radicula incluso cuando las condiciones
ambientales (temperatura, luz/oscuridad, humedad y gases) son favorables para la
germinacion (Baskin y Baskin, 2014) y est4 determinada por componentes enddégenos
(mecanismos del embridn) y/o exdgenos (es decir, coberturas de las semillas, presencia del
fruto) de las semillas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La dormicion de las semillas
recientemente maduras se denomina dormicion primaria (Baskin y Baskin, 2014). Este

mecanismo evolucion6 para evitar la germinacion durante periodos que son solo
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efimeramente favorables y, por lo tanto, aumentar la supervivencia de las plantulas v,
finalmente, la madurez y produccién de semillas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006;
Baskin y Baskin, 2014). De acuerdo con el sistema de clasificacion de Nikolaeva-Baskin,
hay cinco clases de dormicién (Baskin y Baskin, 2004, 2014). La dormicidon morfolégica,
causada por un embrion subdesarrollado en el momento de la dispersién de las semillas
gue necesita tiempo para completar el crecimiento dentro de la semilla madura. La
dormicion fisica, debido a una o mas capas impermeables al agua en la cubierta de la
semilla o en el fruto, y la dormicion fisiol6gica, que se debe al bajo potencial de crecimiento
o bajo potencial de empuje del embrién. Esta Ultima, es el tipo de dormicion mas frecuente
en condiciones de campo. Por ultimo, la dormicion morfo-fisiolégica y combinada (fisica +
fisiologica) son provocadas por un embrion subdesarrollado con un componente fisioldgico
de dormicién; y por una cobertura de la semilla o del fruto impermeable al agua con un

embrion fisiolégicamente dormido, respectivamente (Baskin y Baskin, 2014).

La unidad o estructura de dispersién de algunas especies de Brassicaceae es un fruto seco
indehiscente uni o pluriseminado (Cousens et al., 2010; Mamut et al., 2014; Lu et al., 2015a,
2017a; Zhou et al.,, 2015). El pericarpio puede prevenir o retrasar la germinacion,
conduciendo a una emergencia escalonada o dispersa de plantulas en varias poblaciones
de malezas (Chauhan et al., 2006a; Lu et al., 2017a;b). Una posible explicaciéon es que el
pericarpio limitaria mecanicamente la expansion del embrion, debido a la falta de
crecimiento potencial suficiente para romper la pared del fruto (Mekenian y Willemsen,
1975; Lu et al., 2015b, 2017a; Zhou et al., 2015). Dependiendo de la especie, un periodo de
almacenamiento en seco (post-maduracion), la estratificacion en frio y/o condiciones de luz
u oscuridad podrian aumentar el potencial de crecimiento del embrién, lo suficiente como
para que la radicula atraviese la pared del fruto y, en consecuencia, ocurra la germinacion
de las semillas (Baskin y Baskin, 2014; Lu et al.,, 2015a, 2017b; Zhou et al., 2015). El
pericarpio también podria reducir la tasa de imbibicion de las semillas, limitando completar
la absorcién total de agua requerida para la germinacién (Cousens et al., 2010; Baskin y
Baskin, 2014; Sperber et al., 2017), y podria contener inhibidores quimicos que impidan o

dificulten la germinacion (Mekenian y Willemsen, 1975).

Raphanus sativus feral (nabén) puede ser encontrado en varias partes del mundo,
incluyendo América del Norte, América del Sur, Europa y Japon. Se considera una maleza
invernal problematica en las zonas templadas de Sudamérica (Panetsos y Baker, 1967,
Snow y Campbell, 2005; Theisen, 2008; Pandolfo et al., 2013). Sus frutos, coloquialmente
llamados lomento o0 mas comunmente "silicua", son largos, cilindricos, formados con
multiples semillas, esponjosos, secos e indehiscentes (Snow y Campbell, 2005). La

estructura de la silicua consiste en una parte estilar muy desarrollada donde se ubican las
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semillas, mientras que la parte valvar, comun en las Brassicaceae, esta completamente
abortada (Roth, 1977) (Fig. 1.1). Los mecanismos que regulan la germinacion en Raphanus
raphanistrum, el posible antecesor silvestre, han sido ampliamente estudiados. Las semillas
de R. raphanistrum recién cosechadas presentaron dormicién primaria que fue reducida
luego del almacenamiento en seco bajo condiciones de laboratorio (Mekenian y Willemsen,
1975; Malik et al., 2010). La luz, que inhibié parcialmente la germinacion de sus semillas
(Malik et al., 2010), tuvo un efecto mayor a bajas temperaturas (Mekenian y Willemsen,
1975). Ademas, una combinacién de resistencia mecéanica a la expansion del embrion y la
presencia de inhibidores quimicos no lixiviables asociados al pericarpio parece ser
responsable de los bajos porcentajes de germinacion en las semillas ubicadas dentro de las
silicuas en esta especie (Mekenian y Willemsen, 1975; Cheam, 1986). Sin embargo,
experimentos posteriores realizados por Cousens et al., (2010) concluyeron que la cubierta
de la semilla era méas importante que la presencia del pericarpio en la dormicién del rdbano

silvestre.

10 mm 10 mm

ay

Imm Imm_

Figura 1.1. Silicuas y semillas de Raphanus sativus (nabon). Silicua entera (A), semillas

aisladas (B), y corte longitudinal (C) y trasversal (D) del pericarpio.

Basados en nuestras observaciones y en estudios recientes realizados en otras especies de
Brassicaceae con frutos indehiscentes (Cousens et al., 2010; Lu et al., 2015a; Zhou et al.,
2015), se hipotetizd que la germinacién de las semillas de nabdn es afectada por las

condiciones ambientales (temperatura, luz/oscuridad) y los aspectos anatémicos y/o
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fisiologicos de las semillas o los tejidos del fruto, y que estos requerimiento se reducen
durante las post-maduracion y/o el almacenamiento en condiciones invernales. Para probar
esta hipétesis sobre la germinacion en R. sativus feral, se realizaron estudios para: (1)
evaluar la germinacion de las semillas aisladas y dentro de silicuas intactas en condiciones
contrastantes de luz, temperatura y tiempos de madurez post-cosecha y (2) estudiar
aspectos fisicos, quimicos y/o fisiolégicos de los tejidos del fruto involucrados en la
dormicion de las semillas, y simular la post-maduracién invernal de las silicuas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se recolectaron silicuas recientemente maduras de al menos 20 individuos en tres
poblaciones naturales de nabén en el sur de la provincia de Buenos Aires, Argentina. La
poblacion RSBA2 se recolecté en una linea de alambrado cerca de Coronel Pringles (37°
49’ S, 61° 05 O), la subpoblacibn RSBA3-S en el borde de una parcela sembrada con
colza-canola cerca de Balcarce (37° 35’ S, 58° 31’ O) y la poblacién RSBA16 en un campo
sembrado con girasol cerca de Villalonga (39° 55’ S, 62° 30’ O). Las tres poblaciones son
susceptibles a herbicidas AHAS (Pandolfo et al.,, 2016; Tabla 2.1, Capitulo 2). Con la
finalidad de incrementar la cantidad de semillas y minimizar los efectos maternos y
ambientales, al menos 30 plantulas de cada poblacién se reprodujeron para producir una
nueva generacion en el campo experimental del Departamento de Agronomia de la
Universidad Nacional de Sur, Bahia Blanca, Argentina (38° 41' 38" S, 62° 14' 53" O). La
contaminacion por polen se previno encerrando a cada grupo de plantas en carpas
construidas con una malla antiafido. La polinizacién cruzada fue realizada mediante el
agregado de nucleos de abejas (Apis mellifera). Al finalizar la estacion de crecimiento, las
silicuas maduras se recolectaron, y se extrajo semillas de una porcion de las silicuas
cosechadas en forma manual con ayuda de un mortero. Tanto las semillas aisladas como
las silicuas intactas se almacenaron en bolsas de papel madera a temperatura ambiente,

con menos de 10% de humedad hasta el comienzo de los experimentos.

Experimentos preliminares no mostraron diferencias en la germinacién entre las poblaciones
(Anexo, Figura 1). En consecuencia, generalmente se utilizé una la subpoblacion (RSBA3-
S) para los experimentos, dependiendo de la disponibilidad de semillas/silicuas. En funcion
del experimento a realizar, se utilizaron cuatro estados de semillas: (i) semillas
cuidadosamente extraidas de las silicuas (semillas aisladas; exp. 1, 2 y 4), (i) semillas
dentro de segmentos transversales de las silicuas fracturadas manualmente en secciones
de una o dos semillas (semillas dentro de silicuas quebradas; exp. 4), (iii) semillas que
permanecieron sobre porciones del pericarpio cuidadosamente abierto de manera
longitudinal (semillas con pericarpio desprendido; exp. 3) y (iv) silicuas intactas (semillas

dentro de silicuas intactas; exp. 1, 2, 3, 4,5y 6).

Experimento 1: Efecto del almacenamiento en seco sobre la germinacion de semillas

aisladas y semillas dentro de las silicuas

Se realiz6 un experimento para evaluar dormicion, respuesta a luz y oscuridad, efecto del
pericarpio sobre la germinacion de las semillas, y finalmente si estos efectos se modifican

durante el almacenamiento en seco (post-maduracion). Para ello, se incubaron semillas
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aisladas y silicuas intactas almacenadas en condiciones de laboratorio por 0 (hasta dos dias
después de la cosecha), 2, 6, 12 y 30 meses, bajo tres regimenes de temperaturas alternos;
14/4, 21/9 y 28/14 °C en condiciones de luz/oscuridad (12/12 h) o en oscuridad constante
durante 15 dias. Para cada combinacién de tratamiento [cinco periodos de almacenamiento
X tres regimenes de temperatura x dos regimenes de luz x dos tratamientos de pericarpio
(es decir, semillas aisladas y silicuas intactas)], se incubaron cuatro réplicas de treinta
semillas aisladas o cinco silicuas intactas sobre dos capas de papel de filtro humedecido
con 10 ml de agua destilada en cajas de Petri de 9 cm de diametro. Los regimenes de
temperatura utilizados en este estudio representan la temperatura promedio en invierno,
otofo-primavera y verano en el sur de la provincia de Buenos Aires. La luz fue
proporcionada por lamparas fluorescentes (Philips TL-D 36w/54 765; espectro 380-690 nm)
(60 y mol m™2 s™), y la oscuridad constante fue lograda al envolver las cajas de Petri con
doble capa de papel aluminio. La germinacion en la condicibn de luz se evalu6
periédicamente (a intervalos de 2 — 3 dias) durante 15 dias y las semillas germinadas se
removieron en cada recuento. En la condicion de oscuridad, las semillas germinadas se
contaron Unicamente al finalizar el experimento, después de 15 dias, con la finalidad de no
exponer las semillas/silicuas a la luz. Al final del experimento, se realiz6 la apertura de las
silicuas y se contaron las semillas germinadas y no germinadas. Una semilla fue
considerada germinada cuando habia emergido la radicula. A las semillas no germinadas se
les realiz6 una prueba de viabilidad utilizando una solucién de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1% (p/v). La prueba de tetrazolio en las semillas no germinadas mostré
99% o mas de semillas viables. Por lo tanto, las semillas no germinadas se consideraron
vivas. A menos que se indique lo contrario, todos los experimentos de germinacion se
realizaron utilizando estos métodos. El experimento se realizd en un disefio completamente

aleatorizado.

Experimento 2: Efecto de la estratificacion en frio sobre la germinacion de las semillas

dentro de las silicuas

La finalidad de este experimento fue determinar si la estratificacién en frio promueve la
germinacion de las semillas dentro de las silicuas intactas. Cuatro réplicas, cada una de
cinco silicuas intactas recién cosechadas (hasta dos dias después de la cosecha) y con seis
meses de almacenamiento en seco, se estratificaron sobre dos capas de papel de filtro
humedecido a 5 °C, en oscuridad constante durante 0, 2, 4, 8 y 12 semanas. Luego de la
estratificacion, las silicuas intactas se colocaron en oscuridad constante o en luz/oscuridad
(12/12 h) a 21/9 °C durante 15 dias como se describi6é para el experimento previo. Al final

del experimento, se realizd, en forma manual, la apertura de las silicuas, se contaron las
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semillas germinadas y no germinadas y se siguio el procedimiento que se describié para el

experimento anterior. El experimento se realizé con un disefio completamente aleatorizado.
Experimento 3: Efecto de inhibidores quimicos asociados con el pericarpio

El objetivo de este experimento fue examinar un posible rol quimico del pericarpio en la
germinacion de las semillas de nabén. Las semillas de cinco silicuas (29.8 + 1.2 semillas por
réplica) recién cosechadas de las poblaciones RSBA2, RSBA3-S y RSBA16 se incubaron
sobre sus respectivos pericarpios, cuidadosamente abiertos o desprendidos en cada caja de
Petri. Se utilizaron cinco silicuas intactas y treinta semillas aisladas en cada réplica como
control. Las cajas de Petri se incubaron en condiciones de oscuridad a (12/12 h) 21/9 °C
durante 15 dias, como se describié previamente. Las semillas germinadas y no germinadas
fueron contadas al final del experimento para no exponerlas a la luz. El experimento se

realizé con un disefio completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones.
Experimento 4: Experimento de imbibicién

Con la finalidad de evaluar si el pericarpio modifica la tasa de imbibicion y/o el contenido
final de agua absorbido por las semillas, se estudi6 la dinamica de imbibicion de las semillas
aisladas o dentro de silicuas, quebradas e intactas, en dos momentos post-cosecha: a un
mes y un afio de cosechadas. Para ello, semillas aisladas, silicuas intactas y silicuas
guebradas fueron incubadas a: 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias de imbibicion. Para
cada tiempo de imbibicién, 40 silicuas intactas, 120 semillas aisladas y 120 secciones de
silicuas quebradas fueron colocadas sobre dos capas de papel de filtro en cuatro bandejas
plasticas (20 x 15 cm) con 45 ml de agua destilada. Las bandejas se envolvieron con bolsas
de polietileno y se colocaron en una camara de crecimiento a 5 °C para evitar la
germinacion. En cada momento de imbibicion, se separaron al menos 120 semillas de cada
tratamiento. Las semillas aisladas, las semillas extraidas de las silicuas quebradas e
intactas y las silicuas intactas se pesaron inmediatamente y luego se secaron en estufa a 60
°C hasta peso constante para la evaluacion del peso seco. El experimento se realizé con un

disefio completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones.
Experimento 5: Experimento de deshidratacion

Con la finalidad de evaluar si el pericarpio modifica la pérdida de humedad de las semillas,
se monitored la deshidratacion de semillas asiladas y silicuas intactas completamente
embebidas con agua destilada, luego de 14 dias de imbibicion a 5 °C en las mismas
condiciones mencionadas para el experimento previo, dos meses luego de la cosecha de
los frutos. Una muestra de semillas fue extraida de las silicuas. Estas semillas aisladas y las

silicuas intactas embebidas fueron colocadas sobre papel de filtro seco en una camara
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ajustada a temperatura constante de 22 °C, con una humedad relativa entre 47 — 60%.
Durante las primeras 16 h de experimento, se extrajeron muestras de semillas cada 2 horas
desde las silicuas restantes; posteriormente, la extraccion y pesaje de las semillas se realizé
cada 8 horas hasta finalizar el experimento, cuando se alcanzé un peso de semillas
constante (64 horas). En cada momento de pesaje, las semillas aisladas al inicio de la fase
de secado fueron pesadas y colocadas nuevamente en el menor tiempo posible en la
camara de crecimiento bajo las condiciones mencionadas anteriormente. Cada réplica fue
pesada inmediatamente después de la extraccion. Las semillas extraidas fueron secadas en
estufa a 60 °C, hasta lograr un peso constante y pesadas nuevamente. Las semillas
extraidas de las silicuas al inicio de la prueba se secaron en estufa bajo las mismas
condiciones. El experimento se realiz6 en un disefio completamente aleatorizado con cuatro

repeticiones.
Experimento 6: Morfologia del pericarpio

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas anatémicas del pericarpio que posiblemente
estén involucradas en la dormicion, la seccion transversal del pericarpio de dos poblaciones
de nabdn fue observada bajo un microscopio estereoscOpico y un microscopio 6ptico, seis
meses después de la cosecha. Para esto, se sigui6 el protocolo de Andrade et al., (2015).
Las silicuas intactas fueron previamente embebidas, como en los experimentos previos,
durante 14 dias a 5 °C. Luego de ello, los frutos fueron cortados en mitades tanto de forma
transversal como longitudinal, utilizando bistruri, fijados en solucion FAA (formaldehido,
alcohol etilico, acido acético), embebidos en parafina y procesados usando técnicas
convencionales para el corte (12 um). Se empled, tincion con safranina-fast green, y
montaje en glicerol-agua (1:1). Sobre muestras adicionales se realiz6 la reaccién de
Wiesner para la deteccion e identificacién de lignina. Para ello, se colocaron unas pocas
gotas de solucién de etanol floroglucinol al 1 % y una gota de HCI al 25 %, y posteriormente
se cubrié la seccién con un cubreobjetos. Con esta tincion es posible visualizar las
estructuras lignificadas, dando asi una coloracion roja-rosa en los tejidos lignificados. Las
observaciones fueron realizadas y fotografiadas utilizando un microscopio estereoscopico
Nikon SMZ 745T (Nikon Corp., Tokio, Jap6n) y un microscopio Optico Nikon Labophot-2
(Nikon Corp., Tokio, Japon) con una camara Nikon Coolpix 4500 adjunta y un micrometro
ocular (Nikon Corp., Tokio, Jap6n). Ademas, imagenes de rayos X sobre silicuas embebidas
por O (secas), 1, 4 y 15 dias, diez meses después de la cosecha, fueron tomadas en el
laboratorio de semillas de la Estacion Experimental Agropecuaria de Oliveros, Santa Fe
(Argentina), que pertenece al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), para
medir posibles cambios a lo largo del tiempo en el espacio entre las semillas y la superficie

interna del pericarpio (endocarpio) luego que las semillas se embebieron. Cien silicuas
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seleccionadas al azar fueron radiografiadas a 20 kV, 50 mA, por 1 segundo a 60 cm de
distancia, colocadas sobre dos capas de papel de filtro humedecido con agua destilada en
cuatro bandejas plasticas idénticas a las utilizadas para los experimentos descriptos
anteriormente (exp. 4). Las bandejas plasticas fueron cubiertas con bolsas de polietileno
para evitar la evaporacién del agua y colocadas en una camara de crecimiento a 5 °C para
prevenir la germinacion de las semillas. Antes de cada una de las siguientes exposiciones a
rayos X, el agua fue drenada y las silicuas fueron secadas con papel absorbente. Después
de que las silicuas fueron radiografias (expuestas a rayos X) se afiadié agua nuevamente.
Las imagenes de rayos X se fotografiaron con la camara Nikon Coolpix 4500 (Nikon Corp.,
Tokio, Japon) y fueron comparadas para identificar los cambios en el espacio entre las

semillas y la capa interior del pericarpio.
Analisis estadisticos

Los datos de germinacion se analizaron utilizando modelos mixtos lineales generalizados
(GLMM) basados en la estimacion de maxima verosimilitud restringida (REML) con PROC
GLIMMIX (SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.). Los GLMM fueron
elegidos debido a que son la herramienta recomendada para analizar datos sin distribucién
normal y con efectos aleatorios (Bolker et al., 2009). En experimentos de germinacién sin
efectos aleatorios, los datos fueron analizados de la misma manera debido a la distribucién
no-normal de los datos de germinacién. Se ajusté un modelo de distribucion binomial con la
funcién de enlace logit y la germinacion como variable de respuesta (semilla germinada y
semilla no germinada). Para el experimento "Efecto del almacenamiento en seco sobre la
germinacion de semillas aisladas y semillas dentro de las silicuas" (exp. 1), el modelo
incluy6 cuatro efectos fijos: la temperatura, la luz, el pericarpio (semillas aisladas y silicuas
intactas) y el tiempo de almacenamiento, y todas las interacciones. Para el experimento
“efecto de la estratificaciéon en frio sobre la germinacion de las semillas dentro de las
silicuas” (exp. 2), el modelo incluyé tres efectos fijos: el tiempo de almacenamiento (0 o0 6
meses), el tiempo de estratificacion en frio (0, 2, 4, 8 0 12 semanas) y la luz, y todas las
interacciones. Para el experimento “efecto de inhibidores quimicos asociados con el
pericarpio” (exp. 3), el modelo incluyé el tratamiento (las semillas aisladas, las silicuas
intactas y las semillas extraidas de las silicuas con los pericarpios desprendidos) como
efectos fijos y las poblaciones (RSBA2, RSBA3-S y RSBA16) y la interaccion entre
tratamiento y poblacion como efectos aleatorios. Este modelo estadistico nos permitio
evaluar un posible rol quimico del pericarpio en la germinaciéon de las semillas,

independientemente de las poblaciones.
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Para el experimento de imbibicién (exp. 4), el contenido de agua (%, en base de peso seco)
de las semillas aisladas, las semillas dentro de las silicuas quebradas, las semillas dentro
de las silicuas intactas y las silicuas intactas se calcularon como: contenido de agua = [100
X (peso humedo - peso seco)/peso en seco] luego de la imbibicion. Para evaluar las
diferencias en % en el contenido de agua entre los cuatro tratamientos en cada momento,
se utiliz6 un modelo lineal mixto basado en la estimacibn de méxima verosimilitud
restringida (REML) con PROC MIXED en el software SAS. Previo al andlisis, los datos
fueron transformaron logaritmicamente para mejorar la normalidad y la homogeneidad de
las varianzas. Sin embargo, los datos no transformados son mostrados en la Figura 1.5.
Para cada tiempo de imbibicién (0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias), el tratamiento
(semillas aisladas, semillas dentro de silicuas intactas, semillas dentro de silicuas
guebradas y silicuas intactas) fue considerado como efecto fijo, y el tiempo de madurez
posterior a la cosecha (un mes y un afio) y la interaccién entre tratamiento y tiempo de
madurez fueron considerados aleatorios. Este modelo estadistico nos permitié evaluar si la
imbibicion de las semillas era modificada por el pericarpio, independientemente del tiempo
de almacenaje. La prueba HSD de Tukey se realizé para determinar diferencias
significativas (P < 0,05) entre los tratamientos. Se presentaron los analisis estadisticos para
el punto de observacion final (dia 12).

En el experimento de deshidratacion (exp. 5), el contenido de agua (%, sobre base seca) de
las semillas extraidas de las silicuas al inicio del experimento (tiempo cero de imbibicion) y
las semillas extraidas de las silicuas en cada momento de muestreo se calculé6 como el
experimento previo. Un modelo de regresion no lineal basado en una fase de meseta
seguida de una fase de decaimiento exponencial fue ajustado a la relacion entre el
porcentaje de contenido de agua en base seca y la duracion del periodo de deshidratacion
en las semillas extraidas de las silicuas y las semillas restantes dentro de las silicuas
utilizando el software Prism (Graphpad Prism v.6.0; GraphPad Software, San Diego,

California, EE.UU.). El modelo utilizado fue [Ecuacién 1]:
¥ =IF (x < a,b), IF (x > a,c + (b — ¢)~**-a)) [Ecuacioén 1];

donde Y es el porcentaje de contenido de agua en base seca, X es el tiempo de secado, a
es el momento en que comienza la deshidratacion, b es el valor promedio de Y hasta el
tiempo a, c es el valor de Y a tiempo infinito y k es una tasa constante, expresada en

unidades reciprocas a las unidades de tiempo del eje X.

Se realizo el test F de suma de cuadrados adicionales para comparar el ajuste de una curva
Unica para todos los conjuntos de datos (modelo global, tanto las semillas que permanecen

en las silicuas como las semillas extraidas de las silicuas compartieron los mismos
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pardmetros estimados) con los ajustes de curvas separadas para cada conjunto de datos, a
un P < 0,05. Esto prueba si existe evidencia de que los tratamientos hicieron algo para
cambiar las curvas. Ademas, también se utilizé la prueba F de suma de cuadrados para
comparar el ajuste independiente de Xo (Xo para cada conjunto de datos) con un ajuste
global de Xo (Xo compartido entre todos los conjuntos de datos) para observar si ese

pardmetro difiere entre los conjuntos de datos.
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RESULTADOS

Experimento 1: Efecto del almacenamiento en seco sobre la germinacién de semillas

aisladas y semillas dentro de las silicuas

La germinacion durante el almacenamiento en seco tuvo efectos significativos del
pericarpio, la luz, la temperatura y la interaccion entre luz y pericarpio (Tabla 1.1). Sin
embargo, el efecto del tiempo del almacenamiento en seco, la interaccion cuédruple, las
interacciones triples y el resto de las interacciones dobles, no fueron significativas (Tabla
1.1). La exposicion a la luz redujo significativamente la germinacion de las semillas, tanto
dentro de las silicuas como fuera de ellas, bajo los tres regimenes de temperaturas durante
todo el periodo estudiado. La presencia del pericarpio redujo la germinacion de las semillas
en la oscuridad durante toda la poscosecha; sin embargo, ello fue menos evidente cuando
la evaluacion se realizé con exposicion a la luz. En general, la germinacion, de las semillas
aisladas y de las semillas dentro de las silicuas intactas, incrementd con el aumento de la

temperatura, tanto en condiciones de luz como de oscuridad (Fig. 1.2).

La condiciébn de temperatura Optima para la germinacion fue 28/14 °C, en todos los
tratamientos, durante todo el periodo de evaluacion poscosecha. Inmediatamente luego de
la cosecha, la germinacion de las semillas dentro de las silicuas intactas oscilé entre 0 a 5
% y entre 1 a 14 %, para luz y oscuridad, respectivamente. La germinacion en las semillas
aisladas fluctué entre 0 a 9 % y 88 a 99 %, para los tres regimenes de temperatura bajo
condiciones luz y oscuridad, respectivamente (Fig. 1.2). Después de dos meses de
almacenamiento en seco y hasta el final del experimento (30 meses), los porcentajes de
germinacion acumulada mas altos obtenidos a partir de las semillas que permanecieron
dentro de las silicuas intactas a la temperatura 6ptima fueron de 36 % (con luz) y 59 %
(oscuridad), y a partir de semillas aisladas fueron de 55 % (con luz) y 100 % (oscuridad)
(Fig. 1.2).

Experimento 2: Efecto de la estratificacion en frio sobre la germinacion de las semillas

dentro de las silicuas.

La germinacion no fue afectada por la duracion del almacenamiento (F1e0 = 1,46; P = 0,23)
ni por las interacciones entre almacenamiento y luz (Fieo = 0,48; P = 0,49), duracion del
almacenamiento y tiempo de estratificacion en frio (Fse0 = 1,24; P = 0,30) ni por la
interaccion entre duracion del almacenamiento, luz y tiempo de estratificacion en frio (Faeo =
1,07; P = 0,38). Debido a que el tiempo de almacenamiento en seco no afectd la
germinacion, los datos de los dos tiempos pos-cosecha (0 y 6 meses) fueron agrupados
(Fig. 1.3). La germinacion fue afectada por el tratamiento de exposicion a la luz (Fieo =
205,07; P < 0,0001) y tiempo de estratificacion en frio (Fse0 = 3,49; P = 0,0126), aunque no

38



por la interaccién entre el tiempo de estratificacion en frio y la luz (Faeo = 1.75; P = 0.15)
(Fig. 1.3). Dependiendo del tratamiento, la germinacion de las semillas dentro de las silicuas
en condiciones de luz fue entre 79 a 96 % menor que en condiciones de oscuridad. Las
semillas dentro de las silicuas mostraron un maximo de germinacion entre 10 y 51 % en
condiciones de luz/oscuridad y oscuridad, respectivamente, independientemente del tiempo
de estratificacion en frio y del tiempo de almacenamiento en seco (Fig. 1.3). La
estratificacion en frio a 5 °C hasta 12 semanas no increment6 la germinacién de las semillas

dentro de las silicuas.

Tabla 1.1. Analisis de un modelo binomial para la germinacion (dos categorias = germinado
y no germinado) desde semillas aisladas y dentro de las silicuas (efecto pericarpio), a tres
temperaturas alternas (4/14, 9/21 y 14/28 °C), bajo dos condiciones de luz (luz/oscuridad y
oscuridad constante) y cinco tiempos de almacenamiento en seco en condiciones de
laboratorio (0, 2, 6, 12 y 30 meses), y todas sus interacciones en Raphanus sativus (nabén).
Los efectos significativos (P < 0,05) estan indicados en negrita. *Numerador/denominador

de los grados de libertad de cada efecto.

Efecto g.lL.* F P
Temperatura (Te) 2/180 19,42 <0,0001
Pericarpio (P) 1/180 36,08 <0,0001
Luz (L) 1/180 73,50 <0,0001
Tiempo (Ti) 4/180 0,70 0,59
TexP 2/180 0,18 0,84
TexL 2/180 0,56 0,57
PxL 1/180 13,98  0,0002
Te x Ti 8/180 1,08 0,38
P xTi 4/180 1,50 0,20

L xTi 4/180 0,31 0,87
TexPxL 2/180 1,21 0,30
TexP xTi 8/180 1,20 0,30
TexLxTi 8/180 0,51 0,85
PxLxTi 4/180 0,04 0,99
TexPxLxTi 8/180 1,44 0,18
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Figura 1.2. Germinacién acumulada (media £ 95 % de intervalo de confianza) de semillas
dentro de silicuas intactas (A) y las semillas aisladas (B) de Raphanus sativus (nabon)
incubadas en condiciones de luz/oscuridad (12/12 h) y oscuridad constante, a tres
temperaturas alternas (4/14, 9/21 y 14/28 °C) y cinco momentos de almacenamiento en

seco (0, 2, 6, 12 y 30 meses).
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Figura 1.3. Efecto de 0, 2, 4, 8, y 12 semanas de estratificacion en frio sobre la germinacion
de semillas dentro de las silicuas intactas de Raphanus sativus (nabén) incubadas a (12/12
h) 21/9 °C en condiciones de oscuridad y luz/oscuridad (media £ 95 % de intervalo de
confianza).

Experimento 3: Efecto de inhibidores quimicos asociados con el pericarpio

No se encontraron diferencias significativas entre poblaciones en la germinacion de las
semillas aisladas, las semillas incubadas dentro de silicuas intactas y las incubadas en
presencia de los pericarpios desprendidos (Z = 0,74; P = 0,23). Por lo tanto, los datos de las
tres poblaciones fueron agrupados (Fig. 1.4). No se encontr interaccién entre tratamiento
(semillas aisladas, semillas dentro de silicuas intactas y semillas incubadas con los
pericarpios desprendidos) y poblacion (Z < 0,01; P > 0,99). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en la germinacion entre las semillas aisladas y las semillas
incubadas con los pericarpios desprendidos. Sin embargo, las semillas dentro de las silicuas
intactas mostraron 85 % menor germinacion (Fz24 = 226,31; P < 0,0001) que las semillas

aisladas y las semillas incubadas en presencia de los pericarpios desprendidos (Fig. 1.4).
Experimento 4: Experimento de imbibicion

No se encontraron diferencias significativas en la tasa de imbibicion y la absorcién final de
agua en las semillas aisladas, las semillas dentro de las silicuas quebradas e intactas y las
silicuas intactas entre las semillas/silicuas de un mes y un afio de almacenamiento en seco
en condiciones de laboratorio (Z < 0,01; P > 0,99), por lo tanto, los datos de los dos

momentos pos-cosecha fueron agrupados (Fig. 1.5). Al finalizar el experimento (dia 12), el
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contenido final de agua difirié entre los tratamientos (Fs3 = 559,59; P < 0,0001) (Fig. 1.5), y
no se encontrd interaccion entre tratamiento y tiempo de almacenamiento (Z = 0,24; P =
0,41). Las silicuas presentaron una gran capacidad para absorber agua, y su peso se
duplicé en los primeros dos dias de hidratacion. Después de 10 dias de imbibicién, las
silicuas absorbieron mas del doble de su peso en agua (Fig. 1.5). Al final del experimento, el
82 % del agua total absorbida por la silicua (pericarpio + semillas) estuvo retenida en el
pericarpio. Las semillas aisladas absorbieron agua rapidamente durante el primer dia, y se
embebieron completamente después de dos dias. Las semillas dentro de silicuas intactas
mostraron menor tasa de imbibicion y menor absorcion final de agua que las semillas que
estaban separadas del pericarpio (semillas aisladas) (Fig. 1.5). Las semillas ubicadas dentro
de las silicuas quebradas mostraron un nivel en la absorcion final de agua que fue
intermedio entre las semillas aisladas y las semillas dentro de las silicuas intactas. Sin
embargo, la tasa de imbibicion fue similar a las semillas dentro de las silicuas intactas (Fig.
1.5). Después de dos dias de imbibicion, cuando las semillas aisladas estaban
completamente embebidas, las semillas dentro de las silicuas intactas y quebradas
mostraron 72 y 64 % menos agua que aquellas, respectivamente (Fig. 1.5). Después de 12
dias de imbibicién, las semillas dentro de las silicuas intactas y quebradas mostraron 25y

11 % menos agua que las semillas aisladas, respectivamente (Fig. 1.5).
Experimento 5: Experimento de deshidratacion

Las semillas aisladas se secaron mas rapidamente que las semillas que permanecieron
dentro de las silicuas (Fig. 1.6). El valor X, para las semillas que permanecieron dentro de
las silicuas (9,14 + 0,54 horas) fue significativamente mas alto (F = 227,3, P > 0,0001) que
el de las semillas extraidas de las silicuas al inicio del experimento (muy cerca de cero). Es
decir, el pericarpio retrasé el inicio del secado de las semillas por mas de 9 horas (Fig. 1.6).
Durante la deshidratacion, cuando comenzé la desecacion de las semillas dentro de las
silicuas, las semillas aisladas mostraban 70 % menos de contenido de agua. Las semillas
aisladas y las semillas que permanecieron dentro de las silicuas, retornaron a su peso inicial

después de 24 y 48 horas, respectivamente (Fig. 1.6).

Experimento 6: Morfologia anatémica

Las secciones transversales del pericarpio de las silicuas de nabén mostraron que las
semillas estan encerradas en un fruto unilocular sin tabique o zonas de dehiscencia (Fig. 1.1
y 1.7). La estructura general del pericarpio consistio en tres capas: epi 0 exocarpio,
mesocarpio y endocarpio (Fig. 1.7). El epicarpio consistio en una sola capa de pequefias
células epidérmicas rectangulares estrechamente unidas. El mesocarpio consistio de

células parenquimaticas grandes formadas por paredes celulares primarias (tefiidas de azul
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verdoso) y/o paredes celulares secundarias gruesas Y lignificadas (tefiidas de rojo o marrén
oscuro). Ademds, se pudo observar espacios intercelulares con depoésitos tefiidos con
safranina, y a mayores aumentos se observaron claramente punteaduras simples en las
areas tefiidas de rojo o marrén oscuro. Las células del mesocarpio fueron mas grandes que
las del epicarpio y endocarpio, y estas células junto con grandes areas vacias observadas
en los cortes transversales y longitudinales dieron a la silicua una apariencia esponjosa (Fig.
1.1y 1.7). En la parte externa del mesocarpio/epicarpio se observaron haces vasculares
débiles con poco o ningun tejido de sostén por encima del floema (esclerénquima). El
endocarpio consistié de varias capas de pequefias células lignificadas rigidas que formaron
una banda lignificada continua que encerrd6 completamente a las semillas (Fig. 1.7). A su
vez, se detectaron dos posibles zonas de ruptura formadas por células parenquimaticas
poco lignificadas (Fig. 1.7). Estas zonas fueron estructuralmente mas débiles que el sector
lignificado (tefiido de rojo o marrén oscuro) que delimité el l6culo de la silicua. La reaccion
de Wiesner (prueba especifica para la presencia de lignina) mostré la presencia de lignina
en los tejidos tefiidos de rojo o marrén oscuro en el experimento de safranina/fast-green

(imagen no publicada).

Las imagenes de rayos X mostraron aumento en el tamafio de las semillas dentro de las
silicuas luego de la imbibicion. Se observé un claro espacio entre las semillas y la capa mas
interna del pericarpio (endocarpio) en las silicuas secas; sin embargo, este espacio no se

observé en las silicuas embebidas (15 dias) (Figura 1.8).
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Figura 1.4. Efecto de los pericarpios desprendidos sobre la germinacion de las semillas de
Raphanus sativus (nabén) incubados a (12/12 h) 21/9 °C en oscuridad constante (medias +
95 % de intervalo de confianza).
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Figura 1.5. Imbibicion de semillas medida por incremento en peso en Raphanus sativus
(nabdn). Resultados para semillas aisladas, semillas dentro de silicuas intactas y quebradas
y silicuas intactas para diez momentos de imbibicion. Los valores son medias y las barras

verticales representan + 1 ES. Letras distintas indicas diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 1.6. Contenido de agua (%, en base de peso seco) de las semillas de Raphanus
sativus (nabdn) aisladas y las dispuestas dentro de las silicuas en una atmésfera de 22 °Cy
47/60 % de humedad relativa. Las lineas representan un modelo de regresion no lineal
basado en una fase de meseta seguida de una fase de decaimiento exponencial. Los datos
ajustan al modelo y = si (x < a, b), si (x> a, ¢ + (b - c)** =3 con el tiempo x en horas:
Circulos (a = 1,20e!, b = 55,71, ¢ = 6,96, k = 0,18); cuadrados (a = 9,14, b = 57,65, ¢ =
6,60, k = 0,11). El andlisis estadistico mostré diferencias altamente significativas (P <

0,0001) entre ambos modelos.
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Figura 1.7. Seccion transversal del pericarpio de Raphanus sativus (naboén). Las células se
tineron con safranina y fast-green. Los tejidos con paredes primarias o secundarias no
lignificadas estan tefiidos de color azul verdoso y los tejidos con paredes secundarias
lignificadas estan tefiidos de color rojo o marrén oscuro. Ep, epicarpio; Me, mesocarp; En,

endocarpio; Lo, I6culo; Bz, posibles zonas de ruptura.

Figura 1.8. Imagenes de rayos X de silicuas de Raphanus sativus (nabon) tomadas pre-
(izquierda) y post- (15 dias, derecha) imbibicion. Ep, epicarpio; Me, mesocarpio; En,

endocarpio; Se, semilla.
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio revelaron que, cuando se separaron del pericarpio, las
semillas recién cosechadas de nabdén no mostraron dormicion primaria, al menos en el
rango térmico explorado. A pesar de ello, la germinacion se redujo significativamente por la
exposicion a la luz y/o la presencia del pericarpio (Fig. 1.2). El almacenamiento en seco,
hasta 30 meses pos-cosecha, y la estratificacion en frio fueron totalmente ineficientes para
romper la dormicion impuesta por el pericarpio (Fig. 1.2 y 1.3). El pericarpio no impidi6 la
imbibicion de las semillas, pero las semillas dentro de las silicuas quebradas e intactas
absorbieron 11 y 25 % menos de agua que las semillas aisladas, respectivamente, después
de 12 dias de experimento (Fig. 1.5). En total, las silicuas absorbieron més del doble de su
peso en agua, pero el 82 % de ese agua estuvo retenida en el pericarpio. En consecuencia,
las semillas dentro de las silicuas retrasaron el secado entre 9 y 24 horas respecto a las
semillas aisladas (Fig. 1.6). Las secciones transversales del pericarpio mostraron varias
capas de pequefias células fuertemente lignificadas en el endocarpio (Fig. 1.7), y las
imagenes de rayos X revelaron la falta de espacio entre las semillas parcialmente
embebidas y la capa mas interna del pericarpio (endocarpio) (Fig. 1.8). En consecuencia, la
restriccion mecanica a la absorcion total de agua o a la expansién del embrién asociada a
un endocarpio lignificado es posiblemente la causa de la menor germinacion en las semillas

dentro de las silicuas en R. sativus.

La exposicién a la luz redujo en gran medida la germinacion en las semillas de nabon y esta
sensibilidad persisti6 incluso después de 30 meses de almacenamiento en seco en
condiciones de laboratorio. En consecuencia, las semillas ubicadas sobre la superficie del
suelo podrian mantenerse sin germinar hasta que sean enterradas (Chauhan et al., 2006a).
Este efecto inhibidor de la luz sobre la germinacién del nab6n, denominado fotoinhibicion de
la germinacion (Pons, 2000), seria una estrategia exitosa para reducir la mortandad de
plantulas debido a las condiciones extremadamente secas que es probable que ocurran en
la superficie del suelo (Pons, 2000; Batlla y Benech-Arnold, 2014; Carta et al., 2017). Por
otro lado, cualquier mecanismo que incremente el entierro de las semillas resultara en un
aumento de la germinacion y emergencia de las plantulas, y posiblemente, en la
sincronizacion de la germinacion y en plantulas facilmente controlables (Lu et al., 2015a;
Zhou et al., 2015). También encontramos que la germinacion incrementé con incrementos
en las temperaturas y las diferencias fueron mas evidentes entre rangos extremos de
temperatura (4/14 °C vs. 14/28 °C). Este resultado podria indicar que las bajas
temperaturas (4/14°C) inducen dormicion secundaria (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006).
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El pericarpio juega un rol fundamental en la dormicién de las semillas de nabdn, al igual en
muchas especies de Brassicaceae (Cousens et al., 2010; Lu et al., 2015a, 2017b; Zhou et
al., 2015; Sperber et al., 2017), y otras familias (Presotto et al., 2014; Puglia et al., 2015). En
algunas de estas especies, se sugirié que el almacenamiento en seco y/o la estratificacion
en frio podrian romper la dormicién (Baskin y Baskin, 2014). En nabdn, las semillas dentro
de las silicuas mostraron menor germinacion que las semillas aisladas incluso después de
30 meses de almacenamiento seco bajo condiciones de laboratorio, sugiriendo que este
método no es efectivo para romper la dormicion impuesta por el pericarpio. La estratificacion
en frio tampoco fue efectiva para promover la germinacién de semillas dentro de las
silicuas; es mas, este método mostré reduccion en la germinacion de las semillas. Un
resultado similar se encontré en la especie Brassicaceae Lachnoloma lehmannii (Mamut et
al., 2014). Es posible que la estratificacion en frio induzca la dormicion secundaria en nabén
(Baskin y Baskin, 2014).

La germinacion de las semillas de nabdén incubadas en presencia de los pericarpios
desprendidos no fue inhibida, sugiriendo que el pericarpio no limité la germinacién por
medio de compuestos quimicos inhibidores. Ello también se observd en Sterigmostemum
fuhaiense, Chorispora sibirica y Tauscheria lasiocarpa (Lu et al., 2015a). Si bien el
pericarpio no impidi6 la imbibicion de las semillas; redujo el intercambio hidrico,
disminuyendo la tasa de imbibicién y la cantidad final de agua absorbida. La baja tasa de
absorcion de agua podria proteger a las semillas de dafios por imbibicién, que ha sido
demostrado que reduce la viabilidad de las semillas, especialmente si el proceso de
imbibicion es rapido (Hu et al., 2009). Resultados similares fueron encontrados en R.
raphanistrum (Cousens et al., 2010) y Lachnoloma lehmannii (Mamut et al., 2014). El
pericarpio de nabén mostr6 gran capacidad de absorcién de agua y, en consecuencia,
redujo la tasa de secado de las semillas dentro de las silicuas. Consecuentemente, el
pericarpio puede proporcionar un ambiente interno que mantenga a las semillas himedas
después de un periodo de lluvia moderada que provoca la imbibicion de las semillas,
extendiendo el periodo efectivo durante el cual puede ocurrir la germinacién o permitiendo
gue una semilla germinada sobreviva hasta el proximo evento de lluvia mediante la

reduccion de la desecacion durante cortos periodos de sequia (Cousens et al., 2010).

El desenlace de la germinacion depende del equilibrio de fuerzas entre el potencial de
crecimiento del embrién y la disminucién de las restricciones impuestas por las cubiertas
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Steinbrecher y Leubner-Metzger, 2017). Las
capas de células fuertemente lignificadas en el endocarpio de nabén podrian causar la
restriccion mecanica a la expansiéon del embrién. Este Capitulo mostré que la germinacion

de las semillas dentro de las silicuas se incrementé con el aumento de las temperaturas
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(Fig. 1.2), y ello podria estar asociado a un mayor potencial de crecimiento del embrién, o
también a un incremento en la actividad fungica que provoca la degradacién del pericarpio
(Sperber et al., 2017). Se requieren estudios futuros para confirmar estos mecanismos. El
hecho que, dentro de las silicuas, la germinacion fluctie entre los diferentes momentos de la
poscosecha, podria estar afectado por la morfologia de la silicua. Las silicuas de nabdn son
multiseminadas (Roth, 1977), de manera que si una sola semilla dentro de una silicua
intacta tiene suficiente crecimiento potencial para superar la resistencia mecénica impuesta
por el pericarpio, facilitaria la germinacion de las semillas vecinas, debido al debilitamiento

de la zona de ruptura y, por lo tanto, la reduccién de resistencia mecénica.

Las capas altamente lignificadas en el endocarpio también podrian ser responsables de la
menor absorcion final de agua de las semillas dentro de las silicuas (Sperber et al., 2017).
Al comparar la tasa de imbibicién y el contenido final de agua en las semillas aisladas, las
semillas dentro de las silicuas quebradas y las semillas dentro de las silicuas intactas, se
observd que, aungque las silicuas quebradas presentaron libre pasaje al agua, la tasa de
imbibicion fue similar a las silicuas intactas, y en ambos casos fue menor que en las
semillas aisladas. Estos resultados revelan que las capas lignificadas del endocarpio
ejercen restriccion mecanica que probablemente evitaria la imbibicion total de agua
necesaria para la emergencia de la radicula, debido a la falta de espacio entre la semilla 'y el
endocarpio y la ausencia de expansion del endocarpio (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006; Sperber et al., 2017). Se ha encontrado que el pericarpio impide mecanicamente la
germinacion en otras especies de Brassicaceae con frutos indehiscentes permeables al
agua (Cousens et al., 2010; Mamut et al., 2014; Lu et al., 2015a; Zhou et al., 2015; Sperber
et al., 2017).

Las semillas aisladas de nabd6n recién cosechadas germinaron a un amplio rango de
temperaturas en condiciones de oscuridad, sugiriendo que el embrién estaba
completamente desarrollado al momento de la cosecha. En consecuencia, la dormicion
morfologica y morfo-fisiolégica en esta especie puede ser descartada (Baskin y Baskin,
2004, 2014). Ademas, el pericarpio de nabon es permeable al agua, sugiriendo ausencia de
dormicion fisica o combinada (fisica + fisiolégica). Por lo tanto, es posible concluir que la
dormicidn fisiol6gica impuesta por el pericarpio seria responsable de la dormiciéon en nabdn,
gue es consistente con el tipo de dormicién encontrada en otras especies de Brassicaceae
con frutos indehiscentes (Baskin y Baskin, 2004; Cousens et al., 2010; Lu et al., 2015a,
2017b; Zhou et al., 2015). La restriccion mecanica del endocarpio a la expansion del
embrién y/o a la absorcion total de agua por parte de las semillas en su interior, parece ser
responsable de los efectos inhibidores del pericarpio sobre la germinacién en las

poblaciones de nabdn.
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De acuerdo a estos resultados, la exposicién a la luz y la presencia del pericarpio podrian
afectar la dinamica de germinacion y, por lo tanto, de emergencia de plantulas en las
poblaciones de nabdén. Los requerimientos de oscuridad para la germinacion podrian
resultar en la formacion de un banco de semillas superficial, y las semillas podrian
eventualmente germinar cuando son incorporadas en el suelo (Carta et al., 2017). El
pericarpio tendria el potencial de distribuir la germinaciéon de una cohorte durante un periodo
de tiempo prolongado (Lu et al., 2015a) y/o de retrasar la emergencia de las plantulas hasta
la siguiente o subsiguiente estacion de crecimiento después de la maduracién de las
semillas, resultando en la formacién de un banco de semillas persistente en el suelo (Lu et
al., 2017a; b). Ademas, la germinacién ocurriria cuando el contenido de agua del embrién
fuera adecuado para soportar los eventos bioquimicos que conducen a la expansion celular,
por lo tanto, el contenido de agua disponible en el suelo condicionaria el momento de la
emergencia, y la falta de humedad puede ser el control principal de la germinaciéon en
condiciones de sequia (Chauhan y Johnson, 2010). Por lo tanto, el pericarpio conferiria
ventajas ecoldgicas significativas a las poblaciones de nabén en condiciones de campo,
favoreciendo la conservacion de las semillas en ambientes donde la lluvia fluctuante
conduce a ciclos de hidratacién y deshidrataciéon y/o en ambientes donde la lluvia fluctla
afio a afio (Hu et al., 2009). Estos escenarios son comunes en el sur de la provincia de
Buenos Aires, donde la precipitacion promedio anual varia de 370 mm en el oeste
(Villalonga) a 920 mm en el este (Balcarce) pero con una alta variabilidad entre estaciones y
afios, con valores anuales desde 200 hasta 750 mm y 470 hasta 1250 mm para el oeste y el

este, respectivamente (Servicio Meteoroldgico Nacional, https://www.smn.gob.ar).

Sin embargo, la emergencia de plantulas de nabdén podria ser mas rapida con una mayor
disponibilidad de agua, si el agua adicional acelera la degradacion de las silicuas y/o
ablanda las capas duras lignificadas del endocarpio, haciendo al pericarpio menos
restrictivo a la germinacion (Cousens et al., 2010; Mamut et al., 2014). Por ejemplo, los
frutos indehiscentes de Diptychocarpus strictus comenzaron a ablandarse y las semillas a
germinar en condiciones de campo en la segunda primavera después de la dispersion, pero
el debilitamiento del pericarpio y la germinacion continuaron durante al menos otros dos
afios (Lu et al., 2015b). La reduccidon en la resistencia mecanica del pericarpio y la
consecuente germinacion de las semillas también podria ocurrir debido a la degradacion de
los pericarpios por la actividad fungica (Sperber et al., 2017). Lo mismo sucederia ante
cualquier agente (antropico y/o natural) que incremente la ruptura de los silicuas, por
ejemplo, labores de labranza y siembra, el sistema de trilla de las cosechadoras, el paso de
vehiculos, animales y/o agrietamiento del suelo (Chauhan et al., 2006a; Chauhan y
Johnson, 2010; Reeves et al., 1981).
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En Argentina, el sistema de labranza cero incrementé a partir de 1982, y tres décadas
después supera el 90 % del area agricola (www.aapresid.org.ar). Durante ese periodo, el
nabon es una de las malezas que ha mostrado los mayores incrementos en su incidencia en
el sudeste de Buenos Aires (Scursoni et al., 2014). La proliferacion de las poblaciones
nabon bajo el sistema labranza cero podria estar relacionado a que las semillas
permanecen dentro de las silicuas sin germinar sobre la superficie del suelo hasta su
posterior descomposicion y/o entierro luego de la siembra, o hasta que las condiciones
ambientales favorezcan la descomposicion/degradacion de las silicuas y la posterior
germinacion. De acuerdo a nuestros resultados, una proporcion de semillas aisladas y/o
semillas dentro de las silicuas sobre la superficie del suelo germinarian desde el momento
de su dispersion (verano - principios de otofio) hasta fines del otofio, y nuevamente en
primavera con los incrementos en las temperaturas, siempre y cuando las condiciones
hidricas lo permitan. Sin embargo, solo una pequefia proporcion de las semillas aisladas en
la superficie del suelo (en condiciones de luz) y de las semillas dentro de las silicuas
podrian germinar durante el invierno (4/14 °C).Futuros experimentos deben ser realizados

para comprobar nuestras inferencias.

Nuestros resultados revelaron que las semillas aisladas recién cosechadas de nabo6n no
tienen dormicion primaria, pero que la germinacion fue parcialmente inhibida por la
exposicion a la luz y/o la presencia del pericarpio. El pericarpio impuso dormicion fisiolégica
por restriccion mecéanica del endocarpio a la expansion del embrién y/o a la completa
absorcion de agua por las semillas dentro de las silicuas, que es consistente con el tipo de
dormicién encontrado en otras especies de Brassicaceae con frutos indehiscentes. Los
requerimientos de oscuridad y la restriccion mecanica del pericarpio tendrian el potencial de
distribuir o escalonar la germinacion durante un periodo mas prolongado. Sin embargo, el
almacenamiento en seco hasta 30 meses pos-cosecha y el almacenamiento en condiciones
invernales fueron totalmente ineficientes para romper la dormicion impuesta por el

pericarpio. Esto nos conduce a aceptar parcialmente la hipotesis planteada.
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CAPITULO 2

Deteccidn y costo de aptitud de la mutacion Trp-574-Leu en poblaciones ferales de

Raphanus sativus (nabon).

INTRODUCCION

El uso intensivo, generalizado y sostenido de herbicidas AHAS en los sistemas agricolas de
todo el mundo junto al incremento en la adopcion de los sistemas labranza cero y la
reduccién en las rotaciones de cultivos resultaron en la rapida evolucion de poblaciones de
malezas resistentes a estos herbicidas en al menos 162 especies (Kraehmer et al., 2014;
Yu y Powles, 2014; Heap, 2019): Ello fue debido, principalmente, a la seleccion de
mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima AHAS que resultan en una
enzima insensible a estos herbicidas (McCourt et al., 2006; Powles y Yu, 2010; Yu y
Powles, 2014). Se han identificado 29 substituciones de aminoéacidos en ocho posiciones
del gen AHAS que confieren resistencia a estos herbicidas, sobresaliendo la substitucion
Trp-574-Leu como la mas comunmente identificada en condiciones de campo (Powles y Yu,
2010; Yuy Powles, 2014; Heap, 2019).

Las mutaciones que confieren resistencia a herbicidas, por ejemplo a herbicidas AHAS,
pueden estar asociadas a efectos pleiotrépicos negativos sobre la aptitud de los individuos
en ambientes sin aplicacién de herbicidas (Vila-Aiub et al., 2009; Powles y Yu, 2010; Yu y
Powles, 2014). Se ha demostrado que las mutaciones en el sitio de unién de los herbicidas
pueden alterar la funcionalidad de la enzima AHAS, debido a que algunos residuos de
aminodcidos (por ejemplo Phe-206, Arg-377 y Trp-574) son importantes tanto para la union
del herbicida como para el mantenimiento de su actividad catalitica, por lo tanto su
conservacion es necesaria y un costo de resistencia es esperado (Duggleby et al., 2008; Yu
y Powles, 2014). Dependiendo de la especie, distintas mutaciones de resistencia a AHAS
estuvieron asociados con reduccién (Ashigh y Tardif, 2007; Li et al., 2013; Menegat et al.,
2016), incremento (Yu et al., 2003, 2010; Li et al., 2013; Chen et al., 2015) o ausencia de
modificacion (Han et al., 2012; Yu et al., 2012; Chen et al., 2015; Cross et al., 2015) en la

actividad de la enzima AHAS.

Sin embargo, la modificacion de la funcionalidad de la enzima AHAS no necesariamente se
traduce en efectos pleiotrépicos a nivel de toda la planta (Yu y Powles, 2014). Por ejemplo,
Lolium rigidum, Raphanus raphanistrum L. y Kochia scoparia con cinco, cuatro y dos
mutaciones de resistencia a AHAS, respectivamente, no mostraron efectos significativos
sobre el crecimiento y la competitividad (Yu et al., 2010; Li et al., 2013; Yu y Powles, 2014).

En estos casos, es probable que los alelos de resistencia permanezcan en la poblacion, aun
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en ambientes sin seleccion con herbicidas, y multiples mutaciones pueden acumularse en la
misma planta (Yu y Powles, 2014). Contrariamente, Amaranthus powellii con la mutacién de
resistencia a AHAS Trp-574-Leu mostro fuertes efectos pleiotropicos sobre la morfologia y
anatomia de la planta, que resultaron en reducciones significativas en el crecimiento y la
produccion de semillas (Tardif et al., 2006). Una mayor comprension de las consecuencias
sobre la aptitud biologica de los alelos de resistencia a herbicidas es importante para
predecir la dindmica evolutiva de la resistencia, y por lo tanto, para desarrollar estrategias
de manejo mediante las cuales los costos de aptitud puedan ser manipulados para la

seleccion en contra de los alelos resistentes (Vila-Aiub et al., 2009).

Raphanus sativus feral (nab6n) es una maleza problematica en zonas templadas de
América (Marzocca, 1976; Snow y Campbell, 2005; Kaneko et al., 2011), que ha
desarrollado resistencia a herbicidas AHAS en Brasil, Chile y Argentina (Theisen, 2008;
Pandoilfo et al., 2013, 2016; Heap, 2019). En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, un
area principalmente agricola (>60 %) sembrada mayormente (>90 %) bajo el sistema de
labranza cero y altamente dependiente de los herbicidas, el nabén es una de las especies
de maleza con mayor incremento en incidencia desde 1982 (Scursoni et al.,, 2014), y
Pandolfo et al., (2016) demostraron la presencia de la mutacién Trp-574-Leu en dos

poblaciones de nabdn resistente a herbicidas AHAS.

Se desconoce si la mutacion Trp-574-Leu, que causa resistencia a las cinco familias
guimicas de herbicidas inhibidores de AHAS, presenta efectos pleiotrépicos negativos sobre
la actividad de la enzima AHAS y los caracteres reproductivos de nabdn. La comparacion de
multiples poblaciones susceptibles y resistentes es uno de los métodos utilizados para
reducir el efecto de las diferencias en el fondo genético, y ademas nos permite evaluar la
importancia de los diferentes fondos genéticos sobre la aptitud de los genes de resistencia
(Vila-Aiub et al., 2011; Keshtkar et al., 2019).

Se hipotetizé que la mutacion Trp-574-Leu que confiere resistencia a los herbicidas AHAS
no impone efectos pleiotrépicos negativos sobre la actividad enziméatica AHAS y los
caracteres reproductivos de las poblaciones naturales de R. sativus. Por lo tanto, los
objetivos de este estudio fueron (1) determinar y confirmar si diversas poblaciones de la
region Pampeana Argentina son resistentes a los herbicidas inhibidores de AHAS, y (2)
evaluar la actividad de la enzima AHAS vy los caracteres reproductivos en poblaciones de R.
sativus susceptibles y resistentes con la mutacion Trp-574-Leu criadas sin interferencia con

cultivos (costo fisiolégico).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron silicuas maduras de 17 poblaciones de nabon en la region pampeana
Argentina (Fig. I). Dos poblaciones resistentes a herbicidas inhibidores de AHAS, RSBA10 y
RSBA3, y las poblaciones susceptibles RSBA3-S, RSBA1 y RSBA2 fueron previamente
caracterizadas por Pandolfo et al., (2016). RSBA1 y RSBA2 fueron recolectadas en areas
sin ninguna aplicacion de herbicidas y RSBA15 se recolecté en un campo del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Estaciébn Experimental Agropecuaria Hilario
Ascasubi, Hilario Ascasubi, Buenos Aires, Argentina. Las dos poblaciones resistentes fueron
recolectadas en campos agricolas cultivados bajo el sistema de labranza cero en el sudeste
de la provincia de Buenos Aires (Pandolfo et al., 2013, 2016). Las semillas fueron
separadas de las silicuas manualmente o utilizando un mortero, con minimo dafio fisico y
posteriormente limpiadas y almacenadas bajo condiciones de laboratorio hasta el comienzo

de los experimentos.
Screening de la resistencia

La respuesta de las poblaciones de nab6n RSLP2, RSBA7, RSBAl1l, RSBA12, RSBA13,
RSBA14, RSBA15, RSBA16, RSBA17, RSBA18, RSBA19 y RSBA20 a metsulfuron-metil
fue evaluada en 2015 y 2016. Las poblaciones RSBA10 y RSBAS3 fueron utilizadas como
controles resistentes, y las poblaciones RSBAL1, RSBA2 y RSBA3-S fueron consideradas
controles susceptibles. Al menos 200 plantulas por poblacién fueron establecidas en
bandejas plasticas (28 x 55 cm) de 200 celdas rellenas con sustrato comercial (Grow Mix®
Terrafertil), criadas en invernaculo con luz natural, riego automatico diario y a temperatura
de 20 — 25 °C, y fertilizadas con un fertilizante liquido grado 5-3-3 (Chase LI 533) y urea a
razén de 8 L ha' y 50 kg ha?, respectivamente. La aplicaciéon del herbicida metsulfuron-
metil a doble dosis comercial (2X, X = 6 g i.a ha?) se realizé en el estado 1.3 — 1.4
(Madafiglio et al., 1999) utilizando un equipo portatil de CO; a presion constante (50 kg cm-
2), provisto de una pastillas de abanico plano (TeeJet® 8001 EVB). Se trabajé a una
velocidad de 1,45 km h' y caudal de 200 L ha? siguiendo los métodos de Pandolfo et al.,
(2016). Las plantas sobrevivientes fueron evaluadas 35 dias luego de la aplicacién del
herbicida, y se clasificaron como sobrevivientes a la aplicacion del herbicida si el apice de
crecimiento permanecia vivo (Walsh et al., 2004). Los experimentos se organizaron en un

disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones.
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Base molecular de la resistencia

Un marcador CAPS fue utilizado para detectar la presencia de la mutacion Trp-574-Leu en
plantas individuales sobrevivientes a la aplicacion de doble dosis comercial de metsulfuron-
metil siguiendo los procedimientos de Pandolfo et al., (2016). Se evaluaron tres plantas por
poblacién para RSBA13, RSBA14 y RSBA17 y dos para RSBA11. La poblacion susceptible
RSBAL se incluyé como control negativo y la poblacion resistente RSBA10 se utilizé6 como

control positivo.

El ADN gendmico fue extraido de hojas jévenes de plantas individuales sobrevivientes a la
aplicacion de metsulfuron-metil usando el método rapido CTAB (Doyle y Doyle, 1987), y
cuantificado utilizando un espectrofotometro, leyendo absorbancia a longitudes de onda de
260 (A260) y 280 nm (A280). Para determinar la calidad de ADN se utilizé la relacion
A260/A280, y la concentracién de ADN se calculé utilizando la siguiente férmula: [ADN] =
A260 x factor de dilucién x 50 ng/pL.

Los primers WA574F y WAG653R (Yu et al., 2012) fueron usados para amplificar el
fragmento del gen de la enzima AHAS que contiene a la posicion 574. La amplificacion por
PCR se realizé a 95 °C por 3 min, seguida de 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 55 °C, 1 min
a72°Cy 10 min a 72 °C para la terminacion. Se utilizaron 60 ng de ADN gendmico en 30 pl
de reaccién de PCR con 10 x buffer PCR Gibco, 2.5 mM MgCl,, 125 uM de cada dNTP, 5.5
pmol de cada primer, 1 U Taq ADN polimerasa, y agua ultra pura para alcanzar el volumen
final. Una alicuota de 6 pL del producto de la PCR de cada muestra fue evaluada en gel de

agarosa al 1 % para detectar la presencia de la banda de 504 pb.

Los productos de la amplificacion (banda de 504 pb) fueron digeridos con la enzima de
restriccion Mfel para la deteccion de la mutacion Trp-574-Leu. La digestion se llevo a cabo
en un volumen de 30 uL y se incubd por 3 h a 37 °C. Los productos de la digestién (bandas)
fueron analizados en geles de agarosa al 2 % a 80 v por 1,5 h, tefiidos con bromuro de
etidio, y fotografiados bajo luz UV-C (254 nm). La lectura de los fragmentos de ADN fue

visual, asumiendo que cada banda representaba un locus simple con alelos dominantes.
Actividad de la enzima AHAS in vitro

La actividad de la enzima AHAS in vitro fue evaluada en el tejido foliar de una poblacién
susceptible (RSBA2) y una resistente (RSBA10) de nabdén siguiendo los procedimientos
descriptos por Yu et al., (2003) con controles negativos para cada dosis de acuerdo a Yu et
al., (2010) con modificaciones. Este experimento se realiz6 en el Instituto de Investigaciones
en Ciencias Agrarias de Rosario (IICAR, UNR, CONICET). El tejido foliar (sin incluir el

peciolo) de al menos 10 plantulas (estado de 2—-3 hojas) en cada extraccion fue molido con
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un mortero en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, que posteriormente fue
suspendido en 5 ml g de peso fresco de buffer formado por 100 mM HEPES [N-(2-
hidroxietil)-piperacina-N’-(2-acido etanosulfénico)], pH 7,5, 200 mM piruvato de sodio, 20
mM MgCl;, 2 mM tiamina pirofosfato (TPP), y 40 uM flavina adenina dinucleétido (FAD). Se
agrego polivinilpolipirrolidona (PVPP) insoluble en una relacién 6:1 de tejido:PVPP insoluble.
El homogeneizado fue filtrado a través de cuatro capas de gasa, centrifugado a 21.000 g
por 15 min a 4 °C, e inmediatamente se utiliz6 para los experimentos de actividad

enzimatica.

Las soluciones compuestas por extracto crudo (300 ul) y el mismo volumen de agua
destilada o diferentes concentraciones de herbicida (0,01 — 100.000 uM de imazetapir 0 0,1
nM — 1.000 uM de metsulfuron-metil) fueron incubadas a 37 °C por 60 min. Se utilizé el
herbicida sulfonilurea metsulfuron-metil (Nufarm, 60 % w/w i.a.) y el herbicida imidazolinona
imazetapir (Pivot, 10 % w/v i.a.), y los controles negativos fueron realizados con extracto

desnaturalizado.

El contenido del tubo de reaccion fue dividido en dos aliquotas de 250 pL. En una de las
alicuotas, la reaccion fue frenada mediante el agregado de 100 pL de H.SO4 5 N e incubada
a 60 °C por 15 min con la finalidad de convertir el acetolactato en acetoina. Las enzimas
formadoras de acetoina en los tejidos foliares pueden interferir con el experimento (Forlani
et al., 1999), por lo tanto la contribucién de la formacion directa de acetoina por la actividad
de enzimas no-AHAS se determind al utilizar NaOH 2.5 N para terminar la reaccion, en
lugar de H,SO, en la segunda aliquota. La acetoina fue cuantificada utilizando un método
colorimétrico (Westerfeldt, 1945) donde el color fue desarrollado mediante el agregado de
650 pyL de 0.25% (p/v) de creatina y 2.5 % (p/v) de a-naftol preparado en NaOH 2.5 M
inmediatamente antes de usar. Las muestras fueron agitadas e incubadas a 60 °C por 15
min, se dejaron enfriar y luego centrifugadas a 25 °C por 5 min (11.000 g). La absorbancia
fue medida espectrofotométricamente a 530 nm y se calcul6 la actividad de la enzima AHAS
como la media de tres repeticiones independientes (extractos independientes), que se

expresé como UM de acetoina h™ g™ de peso fresco.
Evaluacioén de los rasgos de aptitud reproductiva

Se realizaron dos experimentos en el campo experimental del Departamento de Agronomia
de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina (38° 41' 38" S, 62° 14' 53" O)
con la finalidad de evaluar los caracteres reproductivos de las poblaciones resistentes (R) y
susceptibles (S) de nabdn. El suelo era de textura arenosa-franca con buen drenaje, 1,1 %
de materia orgéanica y pH 7,7. El biotipo R estuvo representado por dos poblaciones
resistentes a herbicidas AHAS con la mutacion Trp-574-Leu (RSBA3 y RSBA10),
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previamente caracterizadas por Pandolfo et al., (2016). Cuatro poblaciones susceptibles a
herbicidas AHAS (RSBA2, RSBA3-S, RSBA15 y RSBA16) obtenidas de una amplia gama
de condiciones ambientales (Fig. |) representaron al biotipo S. La comparaciéon de multiples
poblaciones R y S nos permitié reducir el efecto de las diferencias en el origen genético
(Vila-Aiub et al.,, 2011). Los experimentos fueron realizados en dos estaciones de
crecimiento, entre Mayo de 2016 — Diciembre de 2016 (invierno) y Agosto de 2016 — Enero
de 2017 (primavera) para simular la dinamica de crecimiento de nabdn, que se considera
una especie facultativa (Snow y Campbell, 2005), ya que dos cohortes son observadas

comunmente en el agroecosistema.

Al menos 250 plantulas de cada una de las seis poblaciones fueron establecidas en
bandejas multi-celda rellenas con sustrato comercial (Grow Mix®Terrafertil), criadas en
invernaculo con fotoperiodo natural, riego diario, a temperatura de 20 — 25 °C, y fertilizadas
con un fertilizante liquido (Chase LI, grade 5-3-3) a dosis comercial (8 L ha?). En el estado
de crecimiento 1.3 — 1.4 (Madafiglio et al., 1999), cuando las plantulas tenian 3-4 hojas, 200
plantulas de tamafio similar de cada poblacién fueron trasplantadas en el campo
experimental en bloques, cada uno compuesto por seis unidades experimentales (una
poblacion por cada unidad experimental). Las unidades experimentales consistieron de 5
hileras espaciadas a 1 m, con 10 plantas por hilera a intervalos de 0.3 m. Las plantas fueron
regadas mediante riego por goteo y fertilizadas con 50 kg ha?! de fosfato diaménico al
trasplante y 120 kg ha? urea en el estado de roseta, para el éptimo crecimiento de las
plantas. Se realiz6 desmalezado manual para evitar la interferencia interespecifica. Se
utilizé un disefio en bloques completamente aleatorizados, con cuatro repeticiones, y los
experimentos se realizaron de la misma manera en ambas estaciones de crecimiento

(invierno y primavera).

Al finalizar cada estacién de crecimiento, se midié altura de planta y nimero de ramas
primarias en tres plantas sucesivas en el medio de la hilera central de cada unidad
experimental. Las silicuas de estas tres plantas fueron cosechadas manualmente, secadas
en condiciones de laboratorio, y posteriormente contadas y trilladas (se separ6 las semillas
de las silicuas) manualmente o utilizando un mortero, con minimo dafio. Las semillas fueron
limpiadas y pesadas para obtener el rendimiento por planta. El peso unitario de las semillas
fue estimado al promediar el peso de cuatro réplicas de 100 semillas. El namero de semillas
por planta se estimé dividiendo el rendimiento por planta dividido el peso de las semillas
para cada planta. El numero de semillas por silicua se estimé dividiendo el niumero total de
semillas por planta dividido el nimero de silicuas por planta. Los datos de las tres plantas

de cada unidad experimental fueron promediados para el analisis estadistico.
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Andlisis estadistico

La concentracion de herbicida que causa 50 % de inhibicién de la actividad de la enzima
AHAS (Iso) fue estimada utilizando un modelo de regresién log-logistico no lineal. La bondad
del ajuste de los datos fue evaluada utilizando la prueba F de falta de ajuste a un nivel de
significancia de 0,05 (Seefeldt et al., 2005). Los datos de dosis-respuesta se ajustaron al
modelo de regresion log-logistico no lineal con tres pardmetros [Ecuacién 2]:

Y = d/{1 + exp[b(log(X) - log(e))]} [Ecuacibn 2];

donde e es Iso, d el limite superior de la respuesta y b la inclinacién de la curva de dosis-
respuesta alrededor de e. El valor limite inferior se fij6 en O (tres parametros), asumiendo la
inhibicion completa de la actividad de la enzima AHAS a altas concentraciones de herbicida
(Ritz, 2010).

La actividad AHAS extraible y las mdltiples curvas de dosis-respuesta fueron comparadas
entre poblaciones susceptible y resistente utilizando la prueba t de Student. Los analisis
estadisticos se realizaron usando el paquete drc del software estadistico R 3.3.1 (Ritz et al.,
2015). Se utilizaron los valores de Iso para calcular el factor de resistencia (FR), definido

como la relacién entre Iso de las poblaciones resistente y susceptible (Isor/lso s).

Para investigar las diferencias en altura de planta, nimero de ramas, silicuas por planta,
semillas por silicua, semillas por planta, peso de las semillas y rendimiento por planta entre
biotipos susceptibles y resistentes a herbicidas inhibidores de AHAS se utilizé6 un modelo
lineal mixto basado en la estimacion de maxima verosimilitud restringida (REML) con PROC
MIXED en el software SAS. Las estaciones de crecimiento (invierno y primavera) y los
biotipos (R y S) se consideraron efectos fijos, y los bloques dentro de cada estacién de
crecimiento (invierno y primavera), poblacion (RSBA2, RSBA3, RSBA3-S, RSBAL0,
RSBA15 y RSBA16) dentro de biotipo (R y S) y la interaccién entre estacion de crecimiento

y poblaciéon fueron considerados efectos aleatorios.
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RESULTADOS

Screening de la resistencia

Ocho poblaciones mostraron individuos sobrevivientes a la aplicacion de doble dosis
comercial de metsulfuron-metil (Tabla 2.1). Todas estas poblaciones se limitaron a tres
partidos (Necochea, Loberia y Balcarce) en el sudeste de la provincia de Buenos Aires (Fig.
). La subpoblacién susceptible RSBA3-S se encontré en el margen del lote en el mismo
campo donde se encontrd la subpoblacién resistente RSBA3. RSBAL5 se recolectd en un
campo del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Estacion Experimental
Agropecuaria Hilario Ascasubi, Hilario Ascasubi, Buenos Aires, Argentina. La poblacion
susceptible RSBA7 se colecté a menos de 50 km de las poblaciones resistentes, mientras
gue las demas poblaciones susceptibles se encontraron a mas de 200 km de las
poblaciones resistentes (Fig. I). El tamafio de las poblaciones fue altamente variable tanto

para las poblaciones susceptibles como las resistentes (Tabla 2.1).

Base molecular de la resistencia

La digestion de los productos de PCR con la enzima de restriccion Mfel revelé que los
individuos susceptibles tenian el alelo de tipo silvestre representado por el fragmento no
digerido de 504 pb, y todos los individuos resistentes evaluados mostraron el alelo mutante
representado por los fragmentos digeridos de 291 y 213 pb, indicando la presencia de la

mutacion Trp-574-Leu.
Actividad de la enzima AHAS in vitro

En ausencia de herbicidas AHAS, la actividad de la enzima AHAS en el biotipo susceptible
(731,6 uM acetoina ht g?) fue 3,2-veces mas alta (t = 5,79, P = 0,0044) que la del biotipo
resistente (226,4 UM acetoina h't g1).

El efecto de los herbicidas sobre la actividad de la enzima AHAS fue determinado para los
biotipos resistente y susceptible utilizando los herbicidas metsulfueron-metil (SU) e
imazetapir (IMI). Los valores de Iso del biotipo susceptible fueron de 1,01 £ 0,29 uMy 2,76 +
0,77 nM para imazetapir y metsulfuron-metil, mientras que los valores de Isp del biotipo
resistente fueron 9199 + 1676 pM y 26655 + 8684 nM para imazetapir y metsulfuron-metil,
respectivamente (Fig. 2.1). Basados en la relacion Iso r/Iso s, €l biotipo con la mutacion Trp-
574-Leu fue 9663 y 9106 veces mas resistente a metsulfuron-metil e imazetapir que el

susceptible, respectivamente (Fig. 2.1).
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Tabla 2.1. Caracterizacion agroecoldgica de las poblaciones de Raphanus sativus (nabén)

utilizadas en el presente estudio.

Cbodigode  Fechade Tamafio de Nivel de
referencia  recoleccion Habitat poblacién resistencia’
RSLP2 Ene-13 Banquina de ruta. >100 0,0
RSBA1 Nov-08 Borde de lote de canola. >10.000 0,0
RSBA2 Nov-08 Banquina de ruta. >100.000 0,0
RSBA3 Nov-08 Dentro de lote de canola. 10-50 81,1+5,1
RSBA3-S! Nov-08 Borde de lote de canola. >1.000 0,0
RSBA7 Dic-09 Banquina de ruta 228 km 43. 1-10 0,0
RSBA10 Abr-11 Dentro de lote de girasol. >10.000 943+20
RSBA11 Dic-11 Banquina de ruta. >100 0,5+0,3
RSBA12 Feb-12 Borde de lote de maiz. >1.000 0,0
RSBA13 Mar-14 Borde de lote agricola. 50-100 89,5+ 3,6
RSBA14 Dic-14 Borde de lote de cebada. 1-10 65,2+ 4,6
RSBA15® Mar-15 INTA Estacion experimental >10.000 0,0
RSBA16 May-15 Dentro de lote de girasol. n.d. 0,0
RSBA17 Nov-15 Dentro de lote de cebada. >10.000 90,5+6,2
RSBA18 Abr-16 Borde de lote de soja. 500-1.000 0,0
RSBA19 Abr-16 Dentro de lote de cebada. >1.000 949+11
RSBA20 Abr-16 Dentro de lote de soja. 10-50 92,9+0,8

"Porcentaje de plantas resistentes a metsulfuron-metil (Screening de la resistencia).
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Figura 2.1. Inhibicion de la actividad de la enzima AHAS in vitro debido a la aplicacion de
herbicidas inhibidores de AHAS (A, imazetapir; B, metsulfuron-metil) en las poblaciones de
Raphanus sativus (nabon) resistente (R-RSBA10, Trp-574-Leu) y susceptible (S-RSBA2,
tipo silvestre). La actividad de la enzima AHAS se expres6 como porcentaje de la actividad
AHAS en ausencia de los herbicidas. Cien por ciento de actividad AHAS fue 584,0 + 64,4y
180,4 + 26,5 uM de acetoina h' g para S y R, respectivamente (A), y 879,2 + 3270 y
272,4 + 36,3 uM acetoina h' g* para S y R, respectivamente (B). Los simbolos indican la
media de tres réplicas.
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Evaluacién de los rasgos de aptitud reproductiva

Durante la estacién primaveral, la altura de las plantas de nabén fue 48 % menor que la
observada en el invierno. También, durante la primavera el nabén produjo 53 % menos
silicuas por planta, 55 % menos semillas por planta, 19 % menor peso de semillas y 62 %
menos rendimiento por planta. No se encontraron diferencias significativas en el nimero de
semillas por silicua entre ambas estaciones de crecimiento (Tabla 2.2). Tampoco se
encontré interaccion entre estacion de crecimiento y poblacion en altura de planta, silicuas
por planta, semillas por silicua, semillas por planta, peso de semillas y rendimiento por
planta. Por lo tanto, para estos pardmetros, los datos de las dos estaciones de crecimiento
fueron agrupados (Tabla 2.2). Dado que existio interaccion significativa entre estacion de
crecimiento y poblacion en el nUmero de ramas, los datos de las estaciones de crecimiento

fueron evaluados por separado (Tabla 2.2).

No se encontraron diferencias significativas en altura de planta, nimero de ramas, semillas
por silicua y peso de semillas entre biotipos resistente y susceptible (Tabla 2.2). Sin
embargo, el biotipo resistente mostré 17 a 24 % menos silicuas por planta, 22 a 39 %
menos semillas por planta, y 21 a 47 % menos rendimiento por planta respecto al biotipo
susceptible (Tabla 2.2, Figura 2.2). Ademas, la subpoblacion resistente RSBA3 mostr6 24 %
menos silicuas por planta, 31 % menos semillas por planta y 39 % menos rendimiento por
planta que su contraparte susceptible RSBA3-S (Tabla 2.1; Fig. 2.2).
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Tabla 2.2. Tabla de maxima verosimilitud restringida (REML) para rasgos de aptitud biolégica de Raphanus sativus (nabdn)

resistente y susceptible a herbicidas inhibidores de AHAS. Los efectos significativos (P < 0,05) estan indicados en negrita.

*Numerador/denominador de los grados de libertad correspondientes a todas las variables estudiadas.

Numerode Numerode  Numero de Numero de Numero de

Altura de ramas ramas silicuas por  semillas por  semillas por Peso de
Efecto planta (invierno) (primavera) planta silicua planta semillas Rendimiento
Fijo g.l.* F P F P F P F P F P F P F P F P
Estacion de crecimiento  1/5 295,21 <,0001 - - - - 42,51 0,0013 0,96 0,3732 48,16 0,0010 19,10 0,0072 78,34 0,0003
Biotipo 1/4 0,18 0,6945 0,41 0,5558 0,05 0,8359 8,01 0,0473 3,22 0,1472 15,73 0,0166 2,35 0,2002 16,97 0,0146
Aleatorio 4 P 4 P Z P Z P 4 P 4 P 4 P 4 P
Bloque (estacion de
crecimiento) 0,84 0,2013 0,25 0,4006 0,89 0,1870 0,95 0,1702 O . 0,71 0,2383 0,77 0,2217 0,65 0,2579
Poblacion (biotipo) 0 0,98 0,1631 1,23 0,1089 O 0,80 0,2130 O . 0,99 0,1612 0,34 0,3677
Estacion de
crecimiento*poblacién 1,19 0,1174 - - - - 0 . 0 . 0,41 0,3415 0,51 0,3061 0,26 0,3978
Residuos 3,87 <,0001 2,74 0,0031 2,74 0,0031 4,42 <,0001 4,53 <,0001 3,87 <,0001 3,87 <,0001 3,87 <,0001

Un modelo lineal mixto fue llevado a cabo para siete rasgos de aptitud, en seis poblaciones de Raphanus sativus (nabén) dentro de

dos biotipos (susceptible y resistente), con cuatro y dos poblaciones dentro de los biotipos susceptible y resistente, respectivamente.

Los datos estan basados en dos estaciones de crecimiento, excepto la variable ‘nUmero de ramas’ que mostré interaccion entre

estacién de crecimiento y poblacién, por lo tanto se muestran los resultados para cada estacion de crecimiento (invierno y

primavera).
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Figura 2.2. Silicuas (A), semillas (B) y rendimiento por planta (C) de seis poblaciones de
Raphanus sativus (naboén) divididas en dos biotipos, susceptible (RSBA2, RSBAS3-S,
RSBA15 y RSBA16) y resistente (RSBA3 y RSBA10) a herbicidas AHAS con la mutacion
Trp-574-Leu. Los datos son promedio de dos estaciones de crecimiento y la linea horizontal

y vertical indica la media £ 1 ES.
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DISCUSION

Ocho de las 17 poblaciones de nabén evaluadas, del sudeste de Buenos Aires, mostraron
diferentes niveles de resistencia al herbicida metsulfuron-metil (Figura I, Tabla 2.1). Un
marcador CAPS confirmé la mutaciéon Trp-574-Leu responsable de la resistencia a los
herbicidas AHAS en todos los individuos resistentes evaluados, en concordancia con
Pandolfo et al., (2016) (RSBA3 y RSBA10). La mutacién Trp-574-Leu produjo una enzima
>9.000-veces mas resistente que la silvestre; pero mostro efectos pleiotropicos negativos
sobre la actividad de la enzima AHAS, en ausencia de seleccion por herbicida. Es posible
gue esta haya sido la causa del costo encontrado sobre la aptitud reproductiva del nabon

resistente, bajo las condiciones de estudio.

En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, mas del 90 % del &rea agricola se siembra
bajo sistemas de labranza cero principalmente con trigo, cebada, maiz, girasol y soja
(Scursoni et al., 2014). En este area, la aplicaciéon de herbicidas hormonales disminuyo a
favor de la adopcion masiva de herbicidas residuales como el metsulfuron-metil, una
sulfonilurea aplicada cominmente durante el barbecho en mezclas con glifosato, y el
herbicida mas aplicado para controlar malezas latifoliadas en los estadios iniciales de trigo y
cebada (Scursoni et al., 2014). Otros herbicidas residuales inhibidores de la enzima AHAS
son ampliamente utilizados en soja (imazaquin, imazethapyr y chlorimuron) y maiz
(nicosulfuron, primisulfuron) (Leguizamén, 2009). El uso intensivo y generalizado de estos
herbicidas proviene también de la disponibilidad de cultivos con resistencia genética a
herbicidas imidazolinonas, como maiz, girasol y colza, con la tecnologia Clearfield® (Beckie,
2006). En girasol, los cultivares resistentes a imidazolinonas (Clearfield® y Clearfield Plus®)
representan mas del 60 % del area sembrada (ASAGIR 2017, http://www.asagir.org.ar/).
Ademas, las rotaciones de cultivos con pasturas se han reducido ampliamente en este area,
conduciendo al incremento de campos continuamente cultivados y al monocultivo, con el
consecuente uso de los mismos herbicidas. Es posible que la intensa presion de seleccion,
causada por el uso masivo de herbicidas sulfonilureas e imidazolinonas, haya resultado en
la seleccion de plantas de Amaranthus palmeri, Hirschfeldia incana, Lolium multifiorum y R.
sativus (nabon) resistentes a herbicidas AHAS (AAPRESID 2017,
http://www.aapresid.org.ar/rem/mapas-rem/), esta Ultima con la sustituciéon de aminoacidos
Trp-574-Leu (Pandolfo et al., 2016). Los mecanismos de resistencia a herbicidas AHAS en
Amaranthus palmeri, Hirschfeldia incana y Lolium multiflorum de Argentina son hasta el

momento desconocidos.

Las nuevas seis poblaciones de nabén con resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS

debido a la mutacion Trp-574-Leu fueron encontradas en campos cercanos a aquellos
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informados por Pandolfo et al., (2016). Las poblaciones RSBAl1l, RSBA13, RSBA14,
RSBA17 y RSBA20 se encontraron a menos de 40 km de la poblacion RSBA10, y la

poblacion RSBA19 se encontré en un campo muy cercano (< 5 km) a la poblacion RSBA3
(Fig. I).

El nabon es una especie auto-incompatible de polinizacion cruzada obligada, generalmente
polinizada por insectos (Snow y Campbell, 2005), y los alelos de resistencia a herbicidas
AHAS son dominantes (Yu y Powles, 2014), por lo tanto, el flujo de genes entre poblaciones
cercanas podria facilitar la propagacién de nabon resistente a herbicidas AHAS (Neve et al.,
2014). En este area, las labores de siembra y cosecha se realizan mayormente con
maquinaria contratada; en consecuencia, la utilizacion de los mismos equipos agricolas en
diferentes campos de la misma zona, podria haber facilitado la dispersién de las semillas de
nabon resistente en los campos cercanos (Beckie, 2006). Adicionalmente, no se puede
descartar la seleccién de la mutacion Trp-574-Leu en diferentes poblaciones de nabon al
mismo tiempo, como resultado de eventos convergentes e independientes. Por otro lado, la
baja proporcion de plantas resistentes a AHAS en la poblacion de nab6n RSBAL1, ubicada
en una banquina de ruta, podria atribuirse a la ausencia de seleccién por herbicidas, a un
reciente evento de mutacion y/o a un reciente flujo de genes desde plantas resistentes

cercanas.

La inhibicion de la actividad AHAS in vitro en el biotipo susceptible en respuesta a
metsulfuron-metil e imazetapir fue >9000-veces mas alta que en el biotipo resistente con la
mutacion Trp-574-Leu, lo que probablemente indica que la resistencia se deberia a una
reducida sensibilidad de la enzima AHAS a ambos herbicidas. Este valor no puede ser
tomado como la concentracién de herbicidas que inhibe la actividad AHAS in vivo, debido a
gue se desconoce la absorcién, translocacion y/o metabolismo del herbicida en la planta.
Estos resultados son consistentes con los observados por Pandolfo et al., (2016) para la
misma poblacion y herbicidas a nivel de planta entera, aunque los valores de factor de
resistencia no son comparables debido a que no siempre estan correlacionados (Ashigh y
Tardif, 2007).

McCourt et al., (2006) encontré que la mutaciéon Trp-574-Leu en el gen que codifica para
AHAS maodifica la conformacién del sitio de union de los herbicidas, resultando en la perdida
de varias interacciones que conduce a una enzima altamente resistente a las cinco familias
guimicas de herbicidas AHAS. La mutacion Trp-574-Leu fue encontrada responsable de la
resistencia a AHAS en al menos 36 especies (Heap, 2019), y ellas mostraron niveles
variables de resistencia in vitro. Massa et al., (2011), Yu et al., (2010) y Cross et al., (2015)

informaron niveles de resistencia > 8333, > 1333 y 10 para Apera spica-venti, Lolium
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rigidum, y Poa annua, respectivamente, en respuesta a diferentes sulfonilureas, y Chen et
al., (2015) mostr6 un nivel de resistencia de 268 para Amaranthus retroflexus en respuesta

a la imidazolinona imazetapir.

De las 36 especies resistentes a herbicidas AHAS debido a la mutacién Trp-574-Leu (Heap,
2019), solo en unas pocas especies se han evaluado los efectos pleiotrépicos asociados
(Vila-Aiub et al., 2009). Los herbicidas AHAS no se unen al sitio activo sino cerca de él,
inhibiendo la actividad de la enzima AHAS al bloquear el canal de acceso del sustrato al
sitio activo (Duggleby et al., 2008). Aunque las mutaciones en el sitio de accién de los
herbicidas que confieren resistencia pueden no afectar la actividad de la enzima AHAS, la
mutacion Trp-574-Leu podria estar involucrada no solo en la unién herbicida-enzima, sino
también en el mantenimiento de la actividad catalitica de la enzima, de manera que su
conservacion seria necesaria y costo de resistencia podria ser de otra manera esperado (Yu
y Powles, 2014). En este estudio encontramos significativamente menor actividad AHAS in
vitro en el biotipo resistente comprado con el susceptible. Esta informacién concuerda con
resultados encontradas en el pariente silvestre R. raphanistrum (Li et al., 2013), aunque en
algunas especies los datos han sido opuestos (Yu et al., 2010; Chen et al., 2015; Cross et
al., 2015), lo que lleva a la conclusion de que hay una interaccién especie especifica de esta

mutacion, mecanismo que aun no ha sido dilucidado (Yu y Powles, 2014).

La mutacion Trp-574-Leu puede causar incremento, reduccion o no modificar la actividad de
la enzima AHAS en diferentes especies. La enzima AHAS estd compuesta por una
subunidad catalitica y una subunidad regulatoria, y esta Ultima sin actividad AHAS en si
misma, estimula la actividad en la subunidad catalitica y confiere sensibilidad a la inhibicién
por retroalimentacién de los aminoacidos de cadena ramificada (Duggleby et al., 2008; Yu y
Powles, 2014). Sin embargo, se desconocen los mecanismos reguladores de la
funcionalidad de la enzima AHAS y como estos pueden variar para la misma mutacion en
diferentes especies de plantas (Yu y Powles, 2014). Ademas, se ha observado dificultad en
aislar y mantener la actividad AHAS en plantas susceptibles y resistentes para muchas
substituciones de aminoacidos que confieren resistencia (Yu et al.,, 2010). Esto podria
explicar la falta de diferencias en la actividad enzimatica AHAS entre biotipos resistentes y

susceptibles en varios experimentos.

La menor produccién de aminoécidos de cadena ramificada debido a la menor actividad de
la enzima AHAS en las plantas resistentes podria impactar negativamente sobre la sintesis
de proteina y por lo tanto afectar el metabolismo en algun punto del ciclo de vida de las
plantas conduciendo a una menor aptitud. La correlacion entre la reduccion en la actividad

AHAS vy los efectos pleiotropicos a nivel de planta entera ha sido dificil de demostrar (Vila-
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Aiub et al., 2009). Sin embargo, nuestros resultados mostraron una asociacion entre la
menor actividad AHAS in vitro y el costo en la aptitud reproductiva. En este estudio, no
encontramos diferencias en altura de planta, nUmero de ramas, semillas por silicua y peso
de las semillas entre biotipos resistentes y susceptibles de nabén. Sin embargo, el biotipo
susceptible mostr6 mayor nimero de silicuas por planta que el biotipo resistente, lo que
resultd en mayor numero de semillas y rendimiento por planta en el biotipo susceptible
comparado con el resistente. Un resultado similar fue encontrado en Amaranthus powellii
con la mutacion Trp-574-Leu (Tardif et al., 2006).

La comparacion de multiples poblaciones resistentes y susceptibles fue la estrategia para
abordar el efecto variable de los fondos genéticos sobre el costo de resistencia, pero debido
a que solo se utilizaron dos poblaciones resistentes (Pandolfo et al., 2016), estos resultados
no deberian generalizarse. Por otro lado, no se encontraron efectos significativos de
poblacion dentro de biotipo (resistente y susceptible) (Tabla 2.2) para ningin rasgo, esto
indicaria reducida variabilidad entre poblaciones dentro de cada biotipo (resistente y
susceptible). La subpoblacién resistente RSBA3 mostrd significativamente menos aptitud
gue su contraparte RSBA3-S (Fig. 2.2). Esta ultima subpoblacion se recolectd en el mismo
campo que la subpoblacidon resistente RSBA3, sobre un borde del mismo lote sin
aplicaciones de herbicidas, de tal forma que se podria asumir que ambas poblaciones
tienen antecedentes genéticos similares (Vila-aiub et al., 2015; Keshtkar et al., 2019). Sin
embargo, la posibilidad de que los efectos pleiotropicos observados no sean causados por

la mutacion y solo sean correlacionados con ella, no puede ser completamente descartada.

El destino de una mutacién adaptativa, por ejemplo la mutacion Trp-574-Leu, podria
depender principalmente de su frecuencia inicial en la poblacion (Paris et al., 2008). Sin
embargo, su trayectoria evolutiva depende de un equilibrio entre el sistema reproductivo, la
dominancia del alelo de resistencia, el costo de resistencia y las practicas de manejo de los
herbicidas (Roux y Reboud, 2007; Roux et al., 2008). R. sativus es una especie
autoincompatible de polinizacién cruzada obligada (Snow y Campbell, 2005) y el alelo de
resistencia es dominante (Yu y Powles, 2014), dos caracteristicas que incrementarian la
frecuencia del alelo resistente en la poblacion. Sin embargo, nuestro estudio en ausencia de
interferencia interespecifica sugiere que la mutacion Trp-574-Leu impone efectos
pleiotropicos negativos sobre los caracteres reproductivos de nabén, lo que podria actuar

como contrabalance en la evolucion de la resistencia (Roux et al., 2008).

En especies de polinizacion cruzada, como el nabdn, la presion de seleccion con herbicidas
favorece la formacion de homocigotas resistentes (Roux et al., 2008). En concordancia con

ello, las poblaciones con altos niveles de resistencia a metsulfuron-metil se hallaron en
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areas con alta presion de seleccion (RSBA3, RSBA10, RSBA13, RSBA14, RSBAl7,
RSBA19 y RSBA20). EIl costo bioloégico de la mutacion que confiere resistencia encontrado
en este estudio podria ocasionar la reduccion de la frecuencia de los alelos resistentes en
los ambientes sin presion de seleccion por herbicidas. En concordancia con lo expuesto
previamente, las poblaciones con nulo o bajos niveles de resistencia se hallaron en
ambientes sin seleccion por herbicidas como banquinas y bordes de los campos (RSLP2,
RSBAL, RSBA2, RSBA3-S, RSBA7, RSBA11, RSBA12, y RSBA18).

El flujo de genes entre poblaciones resistentes y susceptibles podria modificar la dindmica
de los alelos resistentes (Roux et al., 2008). El flujo de genes desde las poblaciones con
nulo/bajos niveles de resistencia, podria actuar como refugio, retrasando la evolucién de la
resistencia en poblaciones con altos niveles de seleccion por herbicidas. Sin embargo,
cuando el flujo de genes ocurre en la direccion opuesta, resulta en incrementos en la
frecuencia de resistencia en habitats sin seleccion (Roux et al., 2008). Este flujo de genes
sera mayor cuando las poblaciones se encuentren mas cerca y desde poblaciones mas

grandes a mas pequefias (Roux y Reboud, 2007).

Bajo las condiciones de estudio, la mutacion Trp-574-Leu que aporta resistencia genética a
herbicidas AHAS caus6 efectos pleiotropicos negativos sobre la actividad de la enzima
AHAS vy los caracteres reproductivos del nabdn, rechazando la hipétesis planteada. Este
costo en la aptitud podria reducir la frecuencia de los alelos resistentes en ambientes sin

seleccién por herbicidas.
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CAPITULO 3

Aptitud biolégica de una poblacion feral de Raphanus sativus (nabdn) resistente a
herbicidas AHAS: dormicién, germinacion y emergencia

INTRODUCCION

El uso continuo y generalizado de herbicidas en los campos cultivados ha generado
diferentes mecanismos de adaptacion que le permitieron a las poblaciones de malezas, de
al menos 258 especies, soportar las aplicaciones de herbicidas (Gressel, 2009; Heap,
2019). Los cambios evolutivos que confieren adaptacion a un nuevo ambiente, por ejemplo
la resistencia a herbicidas, pueden traer aparejados efectos pleiotropicos negativos, también
llamados costos de resistencia, sobre la aptitud de las poblaciones en ausencia del agente
de seleccion (es decir, en el ambiente original). Estos costos pueden manifestarse en

determinados estados del ciclo de vida y/o condiciones ambientales (Vila-Aiub et al., 2009).

La dormicién y germinacion de las semillas son atributos/procesos claves en el ciclo de vida
de las plantas, que contribuyen al desarrollo de patrones de emergencia escalonados o
dispersos y al crecimiento de las poblaciones (Baskin y Baskin, 2014), y solo 7-10 % de los
estudios de aptitud evaluaron el costo biolégico sobre estos eventos del ciclo de vida (Vila-
Aiub et al., 2009; Darmency et al., 2017). Dependiendo de la especie, distintos genes/alelos
de resistencia estuvieron asociados con retraso (Délye et al., 2013; Van Etten et al., 2016;
Keshtkar et al., 2017), aceleracion (Dyer et al., 1993; Eberlein et al., 1999; Délye et al.,
2013), incremento (Ashigh y Tardif, 2011), reduccion (Vila-Aiub et al., 2005a; Wang et al.,
2010) o ausencia de efecto (Délye et al., 2013; Darmency et al., 2015) sobre la germinacion
de las semillas y/o la emergencia de las plantulas. La modificacion de la dormicién,
germinacion y/o emergencia podria afectar las estrategias de manejo utilizadas para
prevenir y/o controlar la evolucion de las poblaciones de malezas resistentes a herbicidas

(Darmency et al., 2017).

El momento de germinacién y emergencia puede tener grandes consecuencias sobre la
aptitud de las plantas anuales, y en consecuencia, determinar el subsecuente
comportamiento y el éxito o fracaso de una especie en un agroecosistema (Darmency et al.,
2017), y su expresion esta modulada por los factores ambientales (es decir, temperatura,
humedad, luz/oscuridad, profundidad) y los aspectos fisiologicos de las semillas y/o sus
coberturas (Baskin y Baskin, 2014). La temperatura es el principal factor ambiental que
regula la dormicién y germinacion, y su efecto puede estar influenciado por el contenido de
humedad del suelo, y por ende, por el momento y la cantidad de las precipitaciones (Footitt

et al., 2013). La luz es otro de los factores principales que puede afectar la dormicion y
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germinacion en varias especies de malezas. Se ha sugerido que el control luminico de la
germinacion desempefia un rol ecoldgico clave en condiciones de campo al determinar el
lugar donde la germinacion deberia ocurrir (Batlla y Benech-Arnold, 2014) y su efecto puede
interactuar con la temperatura causando variacién en su respuesta (Heschel et al., 2007).
Finalmente, el sistema y la profundidad de labranza tienen efectos sobre la distribucion
vertical de las semillas y/o frutos en el suelo, y sus efectos sobre la emergencia de las
plantulas es altamente dependiente de la especie de maleza en cuestion (Chauhan et al.,
2006b; Chauhan y Johnson, 2010).

Los herbicidas inhibidores de la enzima AHAS/ALS son ampliamente utilizados en los
sistemas agricolas de todo el mundo. El uso repetido y prolongado de estos herbicidas
sumado al incremento en la adopcidn de los sistemas de labranza cero y las reducciones en
las rotaciones de cultivos resulto en la evolucion de la resistencia a herbicidas AHAS en al
menos 162 especies de malezas en todo el mundo, principalmente debido a mutaciones
puntuales en el gen que codifica para la enzima AHAS (Tranel y Wright, 2002; Powles y Yu,
2010; Kraehmer et al., 2014; Yu y Powles, 2014; Darmency et al., 2017; Heap, 2019). Hasta
el momento, se han identificado 29 substituciones de aminoacidos que aportan resistencia a
herbicidas AHAS, entre ellas se destaca la substitucion Trp-574-Leu como la mutacién mas

comunmente identificada en condiciones de campo (Yu y Powles, 2014; Heap, 2019).

Raphanus sativus feral (nabon) es una maleza invasora, problemética en zonas templadas
de Ameérica, y poblaciones resistentes a herbicidas AHAS han sido informadas en Brasil,
Chile y Argentina (Snow y Campbell, 2005; Theisen, 2008; Pandolfo et al., 2016, 2018;
Heap, 2019). En Argentina, las poblaciones de nabdn resistentes a herbicidas AHAS cubren
la mitad sur de la provincia de Buenos Aires (AAPRESID 2017,
www.aapresid.org.ar/rem/mapas-rem/) y Pandolfo et al., (2016) detectaron a la mutacién
Trp-574-Leu en dos de estas poblaciones. La falta de informacién de los efectos
pleiotrépicos de la mutacion Trp-574-Leu sobre la dormicién, germinacién y emergencia de
nabon limita el desarrollo y la implementacion de estrategias de manejo de las poblaciones
resistentes (Darmency et al., 2017; Cousens y Fournier-Level, 2018). Una mayor
comprension de los efectos de la resistencia a herbicidas sobre estos estados del ciclo de
vida es esencial para predecir la evolucién de la resistencia y también para desarrollar

estrategias de manejo en contra de las poblaciones resistentes (Vila-Aiub et al., 2009).

La seleccion de individuos resistentes y susceptibles con similar fondo genético es crucial
para la cuantificacion de los posibles costos asociados con los genes/alelos de resistencia
(Vila-Aiub et al., 2009, 2011; Darmency et al.,, 2017). Existe una diversa variedad de

métodos para controlar los fondos genéticos (revisados en Vila-Aiub et al., 2011), sin
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embargo, cuando el objetivo de los estudios de aptitud es detectar diferencias entre
individuos resistentes y susceptibles para desarrollar estrategias o programas de manejo de
malezas basados en la resistencia, puede ser mas apropiado, Util y rapido la seleccién de
individuos resistentes y susceptibles homocigotas a partir de una Unica poblacion (Keshtkar
et al., 2019).

Se hipotetiz6 que la mutacion Trp-574-Leu que confiere resistencia a los herbicidas AHAS
no afecta la germinacién y emergencia de plantulas en poblaciones naturales de R. sativus.
El objetivo del presente capitulo fue evaluar y la dormicién, germinacion y emergencia de
semillas aisladas y silicuas intactas en individuos de R. sativus con y sin la mutacion Trp-
574-Leu provenientes de la misma poblacién; y debido a que la expresién y magnitud de los
costos de aptitud asociados con los alelos de resistencia pueden ser influenciados por los
factores ambientales (Vila-Aiub et al., 2009), los experimentos fueron realizados bajo

condiciones contrastantes de temperatura, luz, agua y profundidad.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utiliz6 una poblacion de nabén colectada en la primavera de 2008 en el sudeste de la
provincia de Buenos Aires, cercano a la localidad de Balcarce (37° 35' 25” S 58° 31' 59” O)
(Pandolfo et al., 2013), previamente caracterizada por Pandolfo et al., (2016). Individuos
resistentes a herbicidas AHAS con la mutacion Trp-574-Leu fueron colectados en un lote de
colza resistente a imidazolinonas (Clearfield® o CL) sobrevivientes a la aplicacién de
imazetapir (RSBA3), y sus contrapartes susceptibles se colectaron en el margen del lote del
mismo campo (sobre un borde sin aplicaciones de herbicidas) donde se encontraron los
individuos resistentes (RSBA3-S) (Pandolfo et al., 2013). El nabén es una especie de
polinizacion cruzada obligada, mayormente polinizada por insectos, por lo tanto, se puede
asumir que la variacién genética entre RSBA3 y RSBA3-S es relativamente baja (Vila-Aiub
et al., 2011; Keshtkar et al., 2019).

Generacion de biotipos y control del efecto ambiental

Se generd una subpoblacién homocigota con la mutacién Trp-574-Leu (RSBA3-R) a partir
de RSBA3 al seleccionar 15 plantas homaocigotas resistentes utilizando un marcador CAPS
especifico y siguiendo los procedimientos descriptos por Pandolfo et al., (2016). Con la
finalidad de incrementar la cantidad de semillas y minimizar los efectos maternos y
ambientales, al menos 15 plantulas de cada biotipo (resistente y susceptible) se utilizaron
para producir una nueva generaciéon en el mismo ambiente (campo experimental del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Argentina, 38° 41’ 38" S,
62° 14' 53" O). Con la finalidad de prevenir la contaminacion por polen de los biotipos, cada
uno de ellos se aisl6 en carpas individuales construidas con una malla antiafido; dentro de
las mismas, la polinizacion cruzada fue realizada mediante el agregado de nucleos de
abejas (Apis mellifera). Al finalizar la estacion de crecimiento, las silicuas maduras se
recolectaron, y las semillas de una porcién de estas silicuas fueron extraidas manualmente
o utilizando un mortero. Tanto las semillas separadas como las silicuas intactas se
almacenaron en bolsas de papel madera a temperatura ambiente hasta el comienzo de los

experimentos.

La subpoblacién RSBA3-R se considero el biotipo resistente (R), mientras que la RSBA3-S

se consider6 como biotipo susceptible (S).
Efectos del almacenamiento en seco, la temperatura y la luz sobre la germinacién

Con la finalidad de evaluar si la dormicion y la germinacion pueden ser afectadas por la

mutacion Trp-574-Leu, se examind la germinacion de semillas aisladas y semillas dentro de
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silicuas intactas (silicuas intactas) de los biotipos resistente y susceptible almacenadas en
condiciones de laboratorio por 0 (recién cosechados), 2, 6 y 12 meses, a tres regimenes de
temperatura alternos (14/4, 21/9 y 28/14 °C) en condiciones de luz/oscuridad (12/12 h) o en
oscuridad constante durante 15 dias siguiendo los procedimientos del Capitulo 1. Al finalizar
el experimento, se calculd la proporcidén de semillas germinadas como una relacién entre el
total de semillas germinadas al finalizar el experimento (15 dias) y el total de semillas

viables. El experimento se llevé a cabo con un disefio completamente al azar.
Efecto de la profundidad sobre la emergencia de las plantulas

Con la finalidad de evaluar el efecto de la mutacién Trp-574-Leu sobre la emergencia de las
plantulas de nabo6n a partir de profundidades crecientes, se sembraron semillas aisladas y
silicuas intactas de los biotipos resistente y susceptible a 0, 1, 4, 8, 12 y 16 cm de
profundidad de suelo dos meses después de la cosecha de los frutos. Para ello, se
sembraron seis réplicas de veinticinco semillas aisladas o cinco silicuas intactas por cada
biotipo y profundidad en macetas plasticas (18 cm de diametro y 24 cm de alto) rellenas con
un suelo arenoso-franco con 1,1 % de materia organica y pH 7,7 (suelo tipico en el
sudoeste de la provincia de Buenos Aires). Las macetas se colocaron en un invernaculo a
20 — 25 °C en condiciones de luz natural y se mantuvieron himedas mediante riego
automatico diario. Las plantulas emergidas fueron contadas y removidas periédicamente (a
intervalos de 3-4 dias) durante 85 dias. Para cada tratamiento, la proporcion de plantulas
emergidas se calculé como la relacién entre el total de plantulas emergidas al finalizar el
experimento y el total de semillas sembradas. Para determinar el porcentaje de emergencia
a partir de silicuas intactas, se trillaron seis réplicas de diez silicuas de cada biotipo, se
contaron sus semillas y se promediaron para usarlas como control. El experimento se

realiz6 con un disefio completamente aleatorizado.
Patrén de emergencia de plantulas

Se realiz6 un experimento en macetas a la intemperie para investigar el efecto de la
mutacion Trp-574-Leu sobre el patrén de emergencia de las plantulas a partir de semillas
aisladas y silicuas intactas, a temperatura ambiente, bajo dos condiciones hidricas
contrastantes (con y sin riego). El 6 de febrero de 2018 (un mes luego de la cosecha) se
sembraron 50 semillas aisladas o 10 silicuas intactas de los biotipos resistente y susceptible
a 0,5 cm de profundidad en macetas plasticas de 10 litros rellenas con el mismo suelo
utilizado para el experimento anterior. Se establecieron seis macetas por tratamiento [dos
tratamientos de pericarpio x dos biotipos x dos condiciones hidricas (regado y sin riego)]. En
el tratamiento con riego, el suelo se regd hasta capacidad de campo cada 3 — 4 dias a

través de todo el experimento, mientras que en el tratamiento sin riego el agua fue provista
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mediante las precipitaciones. La emergencia de las plantulas se monitore6 a intervalos de 7
dias desde el inicio del experimento hasta el 6 de febrero de 2019 (un afo). Los datos de
las temperaturas minimas y maximas y de las precipitaciones se obtuvieron de una estacion
meteorologica (Davis Vantage Pro 2) ubicada en el CCT-Bahia Blanca (CERZOS-
CONICET) (38° 39' 60" S, 62° 13’ 58” W) (Figura 3.1). Para cada tratamiento, la proporciéon
de plantulas emergidas se calculd6 como se indicé para el experimento anterior. El

experimento se realizé con un disefio completamente aleatorizado.
Analisis estadistico

Los datos de germinacion y emergencia se analizaron usando modelos lineales
generalizados (GLM) basados en la estimacion de maxima verosimilitud restringida (REML)
con PROC GLIMMIX (SAS University Edition, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Para el
experimento ‘Efecto del almacenamiento en seco, la temperatura y la luz sobre la
germinacion’, se ajustd un modelo binomial con funcion de enlace logit y la germinacion
como variable de respuesta (semilla germinada y semilla no germinada). EI modelo incluy6
cinco efectos fijos: luz, tiempo de almacenamiento en seco, temperatura, pericarpio

(semillas aisladas y silicuas intactas) y biotipo (R y S), y todas sus interacciones.

Debido a la distribucion no-normal de los datos de proporcion de la emergencia, se
ajustaron dos modelos usando la distribucion Beta (Bolker et al., 2009). Para el experimento
‘Efecto de la profundidad sobre la emergencia de las plantulas’, el modelo incluy6 tres
efectos fijos: pericarpio, profundidad y biotipo, y todas sus interacciones. Para el
experimento ‘Patron de emergencia de plantulas’, se evaluaron los datos de emergencia en
cinco momentos posteriores al comienzo del experimento (1, 3, 6, 9 y 12 meses) y para
cada uno de ellos el modelo incluy6 tres efectos fijos: condicion hidrica (con o sin riego),
pericarpio y biotipo, y todas sus interacciones. Se compararon las medias mediante el test
de Tukey-Kramer para determinar diferencias significativas (P < 0,05) entre biotipos (Ry S)

en cada tratamiento.
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RESULTADOS

Efectos del almacenamiento en seco, la temperatura y la luz sobre la germinacion

El andlisis de la germinacion durante el almacenamiento en seco reveld efectos
significativos de luz, pericarpio, temperatura, biotipo y de la interaccion luz por pericarpio
(Tabla 3.1). Sin embargo, el efecto tiempo de almacenamiento, la interaccion quintuple, las
interacciones cuadruples, las interacciones triples y el resto de las interacciones dobles no
fueron significativas (Tabla 3.1). En condiciones de luz, el biotipo resistente mostr6 mayor
germinacion de semillas, tanto aisladas como dentro de las silicuas, que el biotipo
susceptible, a través de todo el experimento (Fig. 3.1A y 3.2A). Sin embargo, estas
diferencias entre biotipos no se detectaron a bajas temperaturas (4/14 °C), ni en la
germinacion de las semillas, tanto aisladas como dentro de las silicuas, en condiciones de

oscuridad constante (Fig. 3.1y 3.2).
Efecto de la profundidad sobre la emergencia de las plantulas

El analisis de la emergencia final de las plantulas revelé efectos significativos en la
interaccion triple (Fsa120 = 2.58; P = 0.0299), por lo tanto, las diferencias en la emergencia
entre los biotipos resistente y susceptible se compararon para cada profundidad y
tratamiento de pericarpio. El biotipo S mostr6 44 % menor germinaciéon que el R (14 vs. 25
%, respectivamente) en las semillas aisladas colocadas sobre la superficie del suelo (Fi.10 =
8.73; P = 0.0144) (Fig. 3.3A), y menos del 1 % de las semillas dentro de las silicuas
germinaron sobre la superficie del suelo en ambos biotipos (Fig. 3.3A). La emergencia de
plantulas se redujo considerablemente al aumentar la profundidad, y la emergencia desde
semillas aisladas fue mayor que desde las silicuas intactas para ambos biotipos en todas las
profundidades evaluadas (Fig. 3.3), excepto a 16 cm donde la emergencia fue menor al 1%
en todos los tratamientos (Fig. 3.3). No se encontraron diferencias significativas entre
biotipos en la emergencia de plantulas hasta 16 cm de profundidad, excepto cuando las
semillas aisladas se enterraron a 4 cm donde el biotipo resistente mostré 11 % (86 vs. 96

%) menor emergencia que el biotipo susceptible (F1.10 = 26.41; P = 0.0004) (Fig. 3.3C).

76



Tabla 3.1. GLM para la germinacion de semillas aisladas y silicuas intactas bajo dos
condiciones de luz [luz/oscuridad (12/12 h) y oscuridad constante], tres temperaturas
alternas (4/14, 9/21 y 14/28 °C), cuatro momentos de almacenamiento en seco (0, 2, 6,y 12
meses) y dos biotipos (resistente y susceptible) de Raphanus sativus (nabén), y todas sus
interacciones. Los efectos significativos (P < 0,05) estan indicados en negrita. *Numerador y

denominador de los grados de libertad de cada efecto.

Efectos g.lL.* F P

Luz (L) 1/288 102,68 <,0001
Pericarpio (P) 1/288 77,57 <,0001
Temperatura (Te) 2/288 31,05 <,0001
Biotipo (B) 1/288 6,70 0,0101
Tiempo (Ti) 3/288 1,93 0,1354
LxP 1/288 23,97 <,0001
LxTe 2/288 1,74 0,1775
LxB 1/288 1,96 0,1629
LxTi 3/288 0,11 0,9550
PxTe 2/288 1,19 0,3072
PxB 1/288 0,02 0,8842
PxTi 3/288 1,12 0,3423
TexB 2/288 0,06 0,9412
Te x Ti 6/288 1,31 0,2542
BxTi 3/288 0,10 0,9611
LxPxTe 2/288 0,80 0,4515
LxPxB 1/288 0,00 0,9502
LxPxTi 3/288 0,30 0,8249
LxTexB 2/288 0,26 0,7675
LxTexTi 6/288 1,14 0,3364
LxBxTi 3/288 0,35 0,7884
PxTexB 2/288 0,26 0,7733
PxTexTi 6/288 0,18 0,9833
PxBxTi 3/288 0,56 0,6444
TexBxTi 6/288 0,14 0,9901
LxPxTexB 2/288 1,36 0,2580
LxPxTexTi 6/288 0,35 0,9076
LxPxBXxTi 3/288 0,09 0,9644
LxTexBxTi 6/288 0,17 0,9839
PxTexBxTi 6/288 0,47 0,8270
LxPxTexBxTi 6/288 0,89 0,5003
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Figura 3.1. Germinacién acumulada (media £ 95 % de intervalo de confianza) de semillas
aisladas de dos biotipos (resistente y susceptible) de Raphanus sativus (nabon) incubadas
en condiciones de (A) luz/oscuridad (12/12 h) y (B) oscuridad constante, a tres temperaturas
alternas (4/14, 9/21 y 14/28 °C) y cuatro momentos de almacenamiento en seco (0, 2, 6, y

12 meses).
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Figura 3.2. Germinacién acumulada (media + 95 % de intervalo de confianza) de semillas
dentro de silicuas intactas de dos biotipos (resistente y susceptible) de Raphanus sativus
(nabon) incubadas en condiciones de (A) luz/oscuridad (12/12 h) y (B) oscuridad constante,
a tres temperaturas alternas (4/14, 9/21 y 14/28 °C) y cuatro momentos de almacenamiento

en seco (0, 2, 6, y 12 meses).
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Figura 3.3. Dinamica de emergencia acumulada de plantulas de dos biotipos [resistente (R)
y susceptible (S)] de Raphanus sativus (nabon) a partir de semillas aisladas y semillas
dentro de silicuas intactas enterradas a 0 (A), 1 (B), 4 (C), 8 (D), 12 (E) y 16 (F) cm de

profundidad de suelo. Las barras verticales indican los valores medios + 1 SE.
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Patron de emergencia de plantulas

La precipitacion anual fue de 592 mm, repartidas de la siguiente manera: aproximadamente
25 % en otoio (152 mm), 11 % en invierno (65 mm), 39 % en primavera (229 mm) y el 25 %
restante en verano, dividido con 89 mm entre 6 de febrero y 20 de marzo de 2018, y 58 mm
entre 21 de diciembre de 2018 y 6 de febrero de 2019, respectivamente (Fig. 3.4).

El anadlisis de la emergencia de plantulas reveld efectos significativos en las interacciones
entre condicién hidrica y pericarpio y entre condicién hidrica y biotipo durante todo el
periodo de estudio, por lo tanto, la emergencia de plantulas desde semillas aisladas y
silicuas intactas fue comparada entre los biotipos R y S para cada momento y condiciéon
hidrica (Tabla 3.2). En estos nuevos analisis, nho se encontré efecto en la interaccién entre
biotipo y pericarpio para ningin momento y condicién hidrica (Tabla 3.2). La presencia del
pericarpio redujo fuertemente la emergencia de plantulas en ambas condiciones hidricas y
biotipos (Tabla 3.2 y Fig. 3.5). El riego incrementé la emergencia final de plantulas cuando
las semillas estuvieron dentro de las silicuas intactas, mientras que no afecto la emergencia

final a partir de semillas aisladas (Fig. 3.5).

Bajo condiciones de riego, emergieron aproximadamente el 90 % de las plantulas desde
semillas aisladas y tan solo entre 40 — 45 % a partir de silicuas intactas durante el primer
mes de experimento sin diferencias significativas entre biotipos (Fig. 3.5A). La emergencia
de plantulas a partir de silicuas intactas superé 50 % en los primeros tres meses de
experimento (hasta principios de mayo) y aumenté 25 % adicional entre fines de invierno y
primavera sin diferencias entre biotipos (Fig. 3.5A). Al finalizar el experimento, mas de 90 %
de plantulas a partir de semillas aisladas y 75 % desde silicuas intactas habian emergido sin

diferencias entre biotipos (Fig. 3.5A).

Bajo condiciones de secano, el biotipo R mostré 13 % (76 vs. 87 %) y 76 % (4 vs. 17 %)
menor emergencia que el biotipo S a partir de semillas aisladas y silicuas intactas,
respectivamente, durante el primer mes del experimento (Fig. 3.5B). En los tratamientos de
semillas aisladas, el biotipo R mostré 6 % de emergencia adicional en septiembre
(primavera) (Fig. 3.5B). En los tratamientos de silicuas intactas, los biotipos R y S mostraron
emergencia de 16 y 20 % de plantulas entre mediados de marzo y mediado de junio, y 28 y
20 % entre principios de agosto y finales de octubre, respectivamente (Fig. 3B). Al finalizar
el experimento, el biotipo R mostr6 7 % (85 vs. 91 %) y 15 % (50 vs. 59 %) menor
emergencia de plantulas a partir de semillas aisladas y silicuas intactas, respectivamente,

respecto al biotipo S (Tabla 3.2 y Fig. 3.5).
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Figura. 3.4. Temperaturas minimas y maximas del aire (°C) y precipitaciones (mm) diarias
del area donde se desarroll6 el experimento desde febrero de 2018 hasta febrero de 2019.
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Tabla 3.2. ANOVA para la emergencia de plantulas en condiciones de campo bajo dos condiciones hidricas (con y sin riego), a partir de

semillas aisladas y semillas dentro de silicuas intactas (pericarpio), dos biotipos (resistente y susceptible) de Raphanus sativus (nhabén) y su

interaccion. Los efectos se evaluaron en cinco momentos desde el inicio hasta el final del experimento (1, 3, 6, 9 y 12 meses), y los efectos

significativos (P < 0,05) estan indicados en negrita. *Numerador, denominador de los grados de libertad de cada efecto.

1-mes 3-meses 6- meses 9- meses 12-meses
Efectos g.l.* F P F P F P F P F P
Con riego
Biotipo (B) 1/20 3,89 0,06 0,94 0,34 0,50 0,49 3,50 0,08 1,25 0,28
Pericarpio (P) 1/20 234,77 <0,0001 127,82 <0,0001 101,44 <0,0001 73,91 <0,0001 35,86 <0,0001
BxP 1/20 0,32 0,58 0,54 0,47 1,14 0,30 0,05 0,83 0,18 0,68
Sin riego
Biotipo (B) 1/20 15,93 0,0008 23,16 0,0001 17,44 0,0005 6,20 0,0217 6,19 0,0218
Pericarpio (P) 1/20 199,51 <0,0001 121,31 <0,0001 92,44 <0,0001 38,12 <0,0001 38,18 <0,0001
BxP 1/20 0,33 0,57 0,88 0,36 1,58 0,22 1,17 0,29 1,34 0,26
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Figura 3.5. Dindmica de emergencia acumulada de plantulas de dos biotipos (resistente y
susceptible) de Raphanus sativus (nabén) a partir de semillas aisladas y semillas dentro de
silicuas intactas enterradas a 0,5 cm de profundidad bajo dos condiciones hidricas [con (A) y
sin (B) riego], durante un afio (6 de febrero de 2018 a 6 de febrero de 2019). Las barras
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DISCUSION

Los resultados revelaron diferencias significativas en la germinaciéon y emergencia entre
individuos resistentes y susceptibles de nabdn provenientes de la misma poblacion, y estos
efectos parecen modificarse con el ambiente. El biotipo resistente mostr6 mayor germinacion
en semillas y silicuas expuestas a la luz a temperaturas medias y altas (Fig. 3.1 y 3.2) y mayor
germinacion de semillas colocadas sobre la superficie del suelo respecto al biotipo susceptible
(Fig. 3.3 A). Por el contrario, no se encontraron mayores diferencias entre biotipos en la
germinacion en condiciones de oscuridad (Fig. 3.1 y 3.2), ni en la emergencia a partir de
semillas y silicuas enterradas (Fig. 3.3). En condiciones de secano, el biotipo resistente mostré
retraso y reduccion final en la emergencia de plantulas (Fig. 3.5 B), pero estas diferencias no

fueron detectadas en el ambiente con alta disponibilidad hidrica (Fig. 3.5 A).

En el Capitulo 1 se demostré que las semillas de nabdn no poseen dormicién primaria, pero
gue la germinacion se redujo por la presencia del pericarpio y la exposicibn a la luz,
especialmente a bajas temperaturas, como también se observo en el presente capitulo. La
exposicion a la luz mostré efectos diferenciales entre biotipos. La luz redujo mayormente la
germinacion de las semillas, tanto aisladas como dentro de las silicuas, en el biotipo
susceptible respecto al resistente a temperaturas medias y altas (Fig. 3.1y 3.2). Anadlogamente,
la germinacién de las semillas aisladas colocadas sobre la superficie del suelo fue mayor en el
biotipo resistente comparado con el susceptible (Fig. 3.3A). Ello podria resultar en mayor
germinacion en el biotipo resistente respecto al susceptible bajo exposicion a la luz, “escenario
gue podria asemejarse a labranza cero”, ampliamente utilizados en Argentina (>90 % de la
superficie), en aquellas condiciones en que las semillas de nabén quedan expuestas sobre la
superficie del suelo (por ejemplo, luego de la escarificacién de las silicuas por el sistema de
trilla de las cosechadoras). De ser asi, podria representar en una ventaja para el biotipo
resistente en ambientes himedos que permiten el establecimiento de las plantulas, pero en una
desventaja en ambientes secos donde las plantulas pueden morir debido a las condiciones de
extrema sequia que es probable que ocurran sobre la superficie del suelo (Batlla y Benech-
Arnold, 2014). Las semillas de nabon dentro de las silicuas intactas colocadas sobre la
superficie del suelo germinaron menos de 2% en ambos biotipos al menos hasta 5 meses
posteriores al inicio del experimento (datos no mostrados), sugiriendo la ausencia de imbibicion

de las semillas o el posible desarrollo de dormicién secundaria (Baskin y Baskin, 2014).

La emergencia de las semillas es el resultado de los procesos de germinacién y elongacion del

hipocétile (Forcella et al., 2000). En nabdn, la emergencia se redujo al incrementar la
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profundidad de siembra y este efecto fue mayor cuando las semillas estuvieron dentro de las
silicuas intactas (Fig. 3.3). Sin embargo, la germinacién en condiciones de oscuridad y la
emergencia a partir de semillas aisladas y silicuas intactas enterradas hasta 16 cm no
mostraron efectos diferenciales entre los biotipos, excepto en las semillas aisladas enterradas a
4 cm (Fig. 3.1, 3.2 y 3.3). Este ultimo resultado debe ser considerado cuidadosamente debido a
gue la germinacion supero el 85 % en ambos biotipos. La condicion de oscuridad generada por
entierro hasta 12 cm y la liberacion de las semillas de las silicuas provocadas por la ruptura del
pericarpio durante las labores de siembra o labranza (Chauhan et al., 2006a; Reeves et al.,
1981), “escenario que podria asemejarse a labranza convencional’, promoverian la
germinacion del nabon (Fig. 1.2, 3.2 y 3.2), y bajo estas condiciones, no habria diferencias en
la emergencia entre los individuos susceptibles y resistentes dentro de una poblacién. En
consecuencia, seria interesante evaluar la dinamica de emergencia en condiciones de campo
bajo sistemas de labranza contrastantes (labranza cero y labranza convencional) para

comprobar nuestras inferencias.

La emergencia de plantulas en la intemperie a partir de semillas aisladas ocurrié principalmente
al inicio del experimento en ambas condiciones hidricas y biotipos, en concordancia con
resultados previos que evidenciaron la ausencia de dormicion primaria en las semillas de nabén
(Fig. 1.2, 3.1B y 3.5). Por otro lado, la presencia del pericarpio redujo y prolongé la emergencia
en ambas condiciones hidricas y biotipos (Fig. 3.5), como fue sugerido en la discusion del
Capitulo 1. La emergencia de plantulas a partir de silicuas intactas estuvo principalmente
concentrada en otofio y primavera en ambas condiciones hidricas y biotipos (Fig. 3.5); sin
embargo, la menor disponibilidad hidrica asociada a la ausencia de riego prolongé y redujo la
emergencia de plantulas (Fig. 3.4). La elevada humedad podria haber reducido la resistencia
mecanica impuesta por el pericarpio mediante el ablandamiento por el agua y/o la degradacion

fungica de los tejidos del fruto (Sperber et al., 2017; Steinbrecher y Leubner-Metzger, 2017).

El patrén de emergencia de plantulas fue similar entre individuos resistentes y susceptibles en
el ambiente con alta disponibilidad hidrica (Fig. 3.5A). Sin embargo, el biotipo resistente mostro
retraso y reduccion en la emergencia final de plantulas respecto al susceptible en secano (Fig.
3.5B). Se ha sugerido que la seleccion de cohortes de germinacion tardia esta asociada a la
resistencia a herbicidas (Ghersa et al., 1994; Owen et al., 2011; Délye et al., 2013; Darmency et
al., 2017), y aunque las bases genéticas o fisiologicas de esta emergencia tardia son
desconocidas, podria estar vinculada al incremento o desarrollo de dormiciéon secundaria
(Baskin y Baskin, 2014; Darmency et al., 2017).
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Cuando las semillas estuvieron dentro de las silicuas intactas, alrededor del 25 % en ambos
biotipos en los ambientes de alta disponibilidad hidrica, y aproximadamente 40 y 50 % en el
biotipo susceptible y resistente en secano, respectivamente, permanecieron en el banco de
semillas del suelo sin germinar o0 muertas después de un afio (Fig. 3.5). Por lo tanto, seria
interesante realizar experimentos para evaluar la duracion del banco de semillas y si existen
efectos diferenciales entre los biotipos con la finalidad de contribuir al manejo de las

poblaciones resistentes.

La comparacién entre individuos homocigotas con la mutacion de resistencia a AHAS Trp-574-
Leu e individuos homocigotas tipo silvestre provenientes de una Unica poblacion fue la
estrategia utilizada para reducir el efecto del fondo genético. Debido a que la subpoblacién de
individuos susceptibles era mucho mas grande que la de individuos resistentes (Capitulo 2,
Tabla 2.1), estos ultimos podrian contener una menor proporcién de la variabilidad genética
gue los susceptibles, por lo tanto los efectos observados en este estudio podrian estar
influenciados por una pérdida de diversidad genética. Sin embargo, en especies de polinizacion
cruzada obligada se podria asumir que el fondo genético entre los individuos resistentes y
susceptibles dentro de una poblacion es similar (Vila-Aiub et al., 2011; Vila-aiub et al., 2015), y
solo cinco-diez plantas son suficientes para hacer una muestra representativa en estas
circunstancias (Burgos et al., 2013). Por otro lado, el tipo de habitat (agrestal vs. ruderal), al
proporcionar un ambiente diferente, puede provocar en las malezas el desarrollo de patrones
fenoldgicos que optimicen la supervivencia dentro de esos ambientes (Barrett, 1983; Gage et
al., 2015). En consecuencia, los resultados encontrados en este estudio podrian haber surgido
a partir de la selecciéon provocada por las practicas agricolas (por ejemplo, interferencia con
cultivos, aplicaciones de herbicidas, fertilizacion, operaciones de siembra y cosecha)
independientemente de la evolucion de la resistencia a herbicidas (revisado en Darmency et al.,
2017).

Ademas, la alta presién de seleccion asociada a las aplicaciones de herbicidas podria haber
seleccionado para el incremento en la dormicién y retraso en la emergencia, y posteriormente,
la resistencia a herbicidas AHAS podria haber evolucionado a partir de semillas producidas por
las cohortes de emergencia tardia (Mortimer, 1997; Darmency et al., 2017). Sin embargo, se
podria esperar la evolucion conjunta en el momento de emergencia y la resistencia a herbicidas
AHAS si la mutacion Trp-574-Leu impone efectos pleiotropicos directos sobre la dormicién

(Darmency et al., 2017). Finalmente, la posibilidad de que los efectos pleiotrépicos observados
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no sean causados por la mutacion Trp-574-Leu, y solo sean correlacionados con ella no puede

ser descartada.

La hipétesis inicialmente planteada fue rechazada debido a que los resultados presentados en
este estudio revelaron diferencias significativas en la germinacién y emergencia entre los
individuos resistentes y susceptibles, y los efectos parecen modificarse con el ambiente. El
biotipo resistente mostr6 mayor germinacion en las semillas y silicuas expuestas a la luz a
temperaturas medias y altas, y mayor germinacion en las semillas colocadas sobre la superficie
del suelo respecto al biotipo susceptible. Esto podria provocar mayor germinacion en el biotipo
resistente en los sistemas agricolas de labranza cero, en aquellas condiciones en que las
semillas quedan expuestas sobre la superficie. Sin embargo, este efecto podria estar
influenciado por el ambiente de seleccién (ruderal vs. agrestal). Por otro lado, no se
encontraron diferencias entre biotipos en la germinacidon y emergencia a partir de semillas y
silicuas enterradas. En condiciones de secano, el biotipo resistente mostré retraso y reduccion
final en la emergencia de plantulas, mientras que no habria diferencias entre los biotipos en la
emergencia de plantulas en ambientes con alta disponibilidad hidrica. La informacion obtenida
en este estudio junto con la del Capitulo 1 podria ser incorporada en modelos que simulen la
emergencia de plantulas y la evolucién de la resistencia a herbicidas para disefiar estrategias
de manejo para prevenir o retrasar la dispersion/propagacion de los alelos resistentes,
minimizar las pérdidas de los cultivos y reducir el aporte al banco de semillas, principalmente
en el biotipo resistente. Futuros experimentos deberian realizarse sobre una amplia gama de
fondos genéticos con la finalidad de generalizar los resultados. También deberia evaluarse el
comportamiento de las silicuas en la superficie del suelo (labranza cero) y el posible rol de la

dormicién secundaria.
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CAPITULO 4

Aptitud biolégica de una poblacion feral de Raphanus sativus (nabén) resistente a

herbicidas AHAS: biologia vegetativa y reproductiva

INTRODUCCION

El excesivo y generalizado empleo de herbicidas en los suelos agricolas ha favorecido la
seleccion de diferentes mecanismos de resistencia. Ellos han posibilitado que las poblaciones
de mas de 258 especies de malezas puedan soportar aplicaciones comerciales de herbicidas
(Heap, 2019). La evolucién de la resistencia a herbicidas puede traer aparejado efectos
pleiotrépicos negativos, también llamados costos de resistencia, sobre la aptitud de las
poblaciones de malezas en ambientes sin presién de seleccién (Bergelson y Purrington, 1996;
Vila-Aiub et al., 2009). La comprension de los costos biolégicos es esencial para predecir la
evolucion de la resistencia y desarrollar estrategias de manejo en contra de las poblaciones
resistentes (Vila-Aiub et al., 2009).

Los herbicidas inhibidores de AHAS/ALS son ampliamente utilizados en los ambientes
agricolas de todo el mundo. El uso repetido y generalizado de estos herbicidas, sumado al
incremento en la superficie de los sistemas de labranza cero y la reduccion en las rotaciones de
cultivos ha resultado en el desarrollo de resistencia a herbicidas AHAS en al menos 162
especies de malezas (Duggleby et al., 2008; Yu y Powles, 2014; Darmency et al., 2017; Heap,
2019), debido principalmente a mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima
AHAS (Powles y Yu, 2010; Yu y Powles, 2014; Heap, 2019). Hasta el momento, se han
identificado 29 substituciones de aminoacidos en ocho posiciones del gen AHAS que confieren
resistencia a herbicidas, apareciendo en mayor frecuencia la mutacién Trp-574-Leu en
condiciones de campo (Yu y Powles, 2014; Heap, 2019). Sin embargo, los costos biolégicos
asociados a las mutaciones de resistencia a AHAS han sido evaluados en un ndmero limitado

de casos.

La expresién de los costos de resistencia a inhibidores AHAS parece ser variable, dependiendo
de la mutacién especifica responsable de la resistencia y la especie de maleza (Vila-Aiub et al.,
2009; Vila-aiub et al., 2015). Raphanus raphanistrum, Lolium rigidum y Kochia scoparia con
cuatro (Ala-122-Tyr, Pro-197-Ser, Asp-376-Glu y Trp-574-Leu), tres (Asp-376-Glu, Pro-197-Ser
y Trp-574-Leu) y dos (Pro-197-Thr y Trp-574-Leu) mutaciones AHAS no mostraron efectos

pleiotrépicos negativos sobre la tasa de crecimiento relativa y la capacidad competitiva (Légére
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et al., 2013; Li et al., 2013; Menegat et al., 2016). Cuando no conllevan un costo bioldgico, es
probable que los alelos de resistencia permanezcan en la poblacion, ain en ausencia de
herbicidas. Ello no sucede si existen costos biologicos. Para el mismo grupo de herbicidas, la
mutacion Pro-197-Arg redujo la tasa de crecimiento relativa en Lolium rigidum (Yu et al., 2010),
mientras que la mutacién Trp-574-Leu mostré fuerte efectos pleiotrépicos sobre la morfologia y
anatomia de las hojas en Amaranthus powellii, resultando en reducciones significativas en el
crecimiento vegetativo y la producciéon de semillas (Tardif et al., 2006). Los cambios en la tasa
de crecimiento relativo usualmente conducen a cambios en el establecimiento de las plantas y
en la capacidad de absorcién y utilizacion de los recursos (Grime, 1977). Ademas, la capacidad
de las plantas de reducir el crecimiento de las plantas vecinas (efecto competitivo) o de
continuar su crecimiento pese a la presencia de competidores (respuesta competitiva) depende
en gran medida de la capacidad de absorcién de los recursos (Goldberg, 1990), y el tamafio de
planta es el principal rasgo involucrado en la absorcion de los mismos. En consecuencia, se
espera que las plantas de menor tamafio absorban menos recursos que las plantas mas
grandes, y en consecuencia, tengan efectos y respuestas competitivas menores (Goldberg,
1990). En estos casos, es probable que los alelos de resistencia reduzcan su frecuencia en

ambientes sin presion de seleccion.

Los costos de resistencia sobre la aptitud de las poblaciones pueden expresarse de manera
diferente en funciébn de las interacciones con otros organismos (costos de resistencia
ecolégicos) (Strauss et al., 2002; Vila-Aiub et al., 2009) y, pueden ser mas evidentes cuando
las malezas crecen bajo condiciones ambientales estresantes, por ejemplo: predacion,
enfermedades o competencia por recursos (luz, agua, nutrientes) (Vila-Aiub et al., 2009). Si un
alelo de resistencia a herbicidas reduce la capacidad de capturar/absorber los recursos o de
utilizar eficientemente los recursos capturados, los costos de aptitud ecol6gicos deberian ser
mas evidentes en condiciones de intensa competencia por recursos (Vila-Aiub et al., 2009a).
Por ejemplo, las plantas de Arabidopsis thaliana con la mutacion Pro-197-Ser mostraron 26 a
34 % menor produccion de semillas en condiciones de campo bajo estrés nutricional, pero las
diferencias fueron despreciables cuando las plantas fueron fertilizadas (Purrington y Bergelson,
1997). Por otro lado, las plantas de Echinochloa crus-galli con la mutacion Ala-122-Asn
(Panozzo et al., 2017) y Solanum ptychanthum con la mutacién Ala-205-Val (Ashigh y Tardif,
2009) mostraron menor aptitud reproductiva en condiciones 6ptimas de crecimiento, pero no se
diferenciaron de las susceptibles al ser criadas en condiciones de estrés generado por alta

competencia o mayor sombreado, respectivamente, demostrando nuevamente que no existe un
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comportamiento universal en los costos de resistencia a herbicidas y, por lo tanto, deben ser

evaluados caso por caso.

Raphanus sativus feral (nabon) crece naturalmente en varias partes del mundo y es una
maleza invasora, problematica en zonas templadas de Sudamérica, donde ha desarrollado
resistencia a herbicidas AHAS (Snow y Campbell, 2005; Theisen, 2008; Pandolfo et al., 2013,
2016; Heap, 2019). En Argentina, la dispersion de las poblaciones de nabdn resistentes
alcanza a la mitad sur de la provincia de Buenos Aires (AAPRESID 2017,
www.aapresid.org.ar/rem/mapas-rem/) y Pandolfo et al., (2016) detectaron la mutacion Trp-574-
Leu responsable de la amplia resistencia a las cinco familias de herbicidas AHAS. Estas
plantas mostraron 3,2 veces menor actividad de la enzima AHAS, y en condiciones de campo,
22 a 38 % menor numero de semillas y 21 a 47 % menor aptitud reproductiva que las plantas
susceptibles, al ser criadas a baja densidad sin interferencia con un cultivo (Capitulo 2). Sin
embargo, dichas condiciones raramente ocurren en la naturaleza. Las malezas crecen en
parches (interferencia intraespecifica) y en general acompafan y se mimetizan con los cultivos
(interferencia interespecifica) (Neve et al.,, 2009). La falta de informacién de los efectos
pleiotrépicos de la mutacion Trp-574-Leu sobre los rasgos vegetativos y reproductivos de
nabon en condiciones de interferencia intra e interespecifica limita el desarrollo y la
implementacion de estrategias de manejo de malezas basadas en el conocimiento de la

evolucién de la resistencia (Cousens y Fournier-Level, 2018).

La seleccion de individuos resistentes y susceptibles con similar fondo genético es crucial para
la cuantificacién de los posibles costos asociados con los genes/alelos de resistencia (Paris et
al., 2008; Vila-Aiub et al., 2009, 2011; Darmency et al., 2017). Existe una diversa variedad de
métodos para controlar los fondos genéticos (revisados en Vila-Aiub et al., 2011), sin embargo,
cuando el objetivo de los estudios de aptitud es detectar diferencias entre individuos resistentes
y susceptibles para desarrollar estrategias de manejo de malezas basados en la resistencia,
puede ser mas apropiado, Util y rapido la seleccién de individuos resistentes y susceptibles

homocigotas a partir de una Unica poblacién (Pedersen et al., 2007; Keshtkar et al., 2019).

Se hipotetizé que la mutacion Trp-574-Leu que confiere resistencia a los herbicidas AHAS no
impone efectos pleiotropicos negativos sobre los caracteres vegetativos y reproductivos de las
poblaciones naturales de R. sativus. El objetivo del presente capitulo fue evaluar la tasa de
crecimiento relativa y los caracteres vegetativos y reproductivos en individuos de R. sativus con
y sin la mutacién Trp-574-Leu provenientes de la misma poblacion, criados en condiciones de

interferencia intra e interespecifica (costo ecolégico).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron las subpoblaciones homocigotas resistente con la mutacioén Trp-574-Leu (RSBA3-
R) y susceptible (RSBA3-S), descriptas en el Capitulo 3, obtenidas a partir de una poblacion de
nabén colectada en el sudeste de la provincia de Buenos Aires, cercano a la localidad de
Balcarce (37° 35' 25” S 58° 31' 59” O) (Pandolfo et al., 2013) y previamente caracterizada por
Pandolfo et al., (2016). Los individuos resistentes a herbicidas AHAS con la mutacién Trp-574-
Leu fueron colectados en un lote de colza resistente a imidazolinonas (Clearfield® o CL)
sobrevivientes a la aplicacién de imazetapir (RSBA3), y una subpoblacién homocigota con la
mutacion Trp-574-Leu (RSBA3-R) fue generada a partir de RSBA3 al seleccionar 15 plantas
homocigotas resistentes utilizando un marcador CAPS especifico, siguiendo los procedimientos
descriptos por Pandolfo et al., (2016). Sus contrapartes susceptibles se colectaron en el
margen del lote del mismo campo donde se encontraron los individuos resistentes (RSBA3-S)
(Pandolfo et al., 2013). El nabdn es una especie de polinizacion cruzada obligada, mayormente
polinizada por insectos, por lo tanto, se puede asumir que la variacién genética entre RSBA3 y
RSBAS3-S era relativamente baja (Vila-Aiub et al., 2011; Keshtkar et al., 2019). Las semillas

utilizadas en el experimento fueron las generadas para el capitulo anterior.

La subpoblacion RSBA3-R se consider6 el biotipo R, mientras que la RSBA3-S se considerd

como biotipo S.
Evaluacién de los rasgos de crecimiento vegetativo

Se realizaron tres experimentos en invernaculo para estimar la tasa de crecimiento relativa
(RGR) y la respuesta a la interferencia de los individuos R y S. Estos parametros son
ampliamente utilizados para demostrar la expresion de los costos de resistencia a los
herbicidas (Vila-Aiub et al., 2005b, 2015; Li et al., 2013). Los experimentos se llevaron a cabo
sobre individuos aislados (costo fisiol6gico) y sobre individuos criados en dos ambientes
competitivos, generados por competencia intraespecifica e interespecifica con un cultivar de
trigo (costo ecoldgico). En los tres experimentos, las plantulas fueron criadas en macetas (15
cm de didmetro x 12 cm de altura) rellenas una mezcla 50:50 de tierra comercial para macetas
y suelo del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional de Sur (suelo franco-
arenoso bien drenado con 1,1 % de materia organica 'y pH 7.7, suelo tipico del sudoeste de la
provincia de Buenos Aires) en invernaculo a 20 + 5 °C, y fertilizadas con 6 L ha? de fertilizante

liquido (Xilonen, grade 10-13-10) y 30 kg ha' de urea. Las macetas se reorganizaron
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periddicamente para aleatorizar las diferencias ambientales dentro del invernaculo y se

distribuyeron espacialmente para evitar la competencia por luz.
a. Evaluacion del crecimiento vegetativo sin interferencia

Con la finalidad de evaluar el efecto de la mutacion Trp-574-Leu sobre la tasa de crecimiento
relativo (RGR), se midié la biomasa seca aérea de las plantas R y S de nabdn criadas sin
interferencia. Las semillas de los biotipos resistente y susceptible fueron incubadas sobre dos
capas de papel de filtro humedecido con 10 ml de agua destilada en cajas de Petri de 9 cm de
didmetro a 14/28 °C en condiciones de oscuridad por 48 horas (condiciones Optimas de
germinacion obtenidas en el Capitulo 1). Al menos 50 plantulas germinadas de tamafio
uniforme (< 1 cm) de cada biotipo fueron trasplantadas en macetas individuales (una plantula
por maceta). Las plantulas fueron criadas en invernaculo, con luz natural y riego diario

automatico, y las macetas fueron organizadas en un disefio completamente al azar.

La biomasa seca aérea de 25 plantas de cada biotipo (R y S) para cada fecha fue evaluada 18
y 32 dias después del trasplante (DDT). Para ello, las plantas fueron cortadas a nivel de
superficie del suelo, colocadas en bolsas de papel, secadas en estufa a 60 °C hasta peso

constante y pesadas para evaluar biomasa seca.
b. Evaluacion del crecimiento vegetativo bajo interferencia intraespecifica

La capacidad competitiva de los biotipos resistente y susceptible se compard utilizando un
disefio de series de reemplazo (experimento sustitutivo) para inferir cual de los dos biotipos (R
0 S) es el mas competitivo. Se establecieron cinco combinaciones en proporciones relativas
0:100, 25:75, 50:50, 75:25, 100:0 (R:S) al trasplantar cuatro plantulas de tamafio uniforme (< 1
cm), germinadas como se indicé previamente, por maceta. Las plantulas de nabon fueron
trasplantadas en un patrén circular de manera que cada una tenga la misma distancia con las
plantulas de al lado, y fueron criadas en invernaculo, con luz natural y riego automatico diario.
Las macetas se organizaron en un disefio en bloques aleatorizados con seis replicas

(macetas).

Las variables: nimero de hojas de mas de 2 cm de largo, ancho y largo de la hoja mas larga y

biomasa seca aérea fueron evaluadas 35 DDT en los individuos susceptibles y resistentes.
c. Evaluacion del crecimiento vegetativo bajo interferencia interespecifica

Para evaluar la respuesta de competencia por recursos limitantes (luz, agua y nutrientes) en

individuos resistentes y susceptibles se utilizé un disefio de competencia maleza-cultivo. Las
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respuestas competitivas a los recursos ambientales limitantes estan relacionadas con la
capacidad de una planta para persistir independientemente de la presencia de un competidor
(Li et al., 2013; Vila-Aiub et al., 2015). Por lo tanto, la capacidad competitiva de las plantas R y
S se evalud bajo densidades y biomasas crecientes de plantas de trigo (Triticum aestivum).

Para generar estrés por interferencia interespecifica se establecieron seis densidades del
cultivar de trigo ACA 360 (0, 57, 113, 226, 340 y 453 plantas m) al trasplantar 0, 1, 2, 4, 6,y 8
plantulas germinadas (< 1 cm) en macetas rellenas con la misma mezcla que los experimentos
previos. Las plantulas de trigo fueron trasplantadas en un patrén circular, con la finalidad de
mantener una distancia similar entre cada planta de trigo y el individuo de nabén en el centro
de la maceta. Las plantulas de nabén germinadas fueron trasplantadas en las macetas que
contenian trigo, cuando el cultivo estaba en el estado de dos hojas. Las plantas fueron criadas
en invernaculo con luz natural y una suplementacién luminica provista por lampara de bajo
consumo, y fueron regadas hasta capacidad de campo cada 4 — 5 dias. Las macetas se
organizaron en un disefio completamente al azar, y cada tratamiento experimental consistié en
seis replicas, con un total de unidades experimentales de 72 macetas (2 biotipos x 6 réplicas x

6 tratamientos).

El ancho y largo de la hoja mas larga de las plantas de nabdn y la biomasa seca aérea de las
plantas de nabén y trigo de cada unidad experimental (maceta) fueron evaluados 33 DDT de

las plantas de nabdn.
Evaluacién de la aptitud biol6gica en condiciones de campo

Se disefiaron dos experimentos en el campo experimental del Departamento de Agronomia de
la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina, para evaluar la biomasa seca aérea
total y los caracteres reproductivos en individuos de nabdn resistentes y susceptibles bajo
condiciones de interferencia con trigo. Los experimentos fueron realizados en dos estaciones
de crecimiento, entre Mayo de 2018 — Diciembre de 2018 (invierno) y Agosto de 2018 — Enero
de 2019 (primavera) para simular la dinAmica de crecimiento de nabon, que se considera una
especie facultativa (Snow y Campbell, 2005), ya que dos cohortes son observadas
comunmente en el agroecosistema. Los cultivares de trigo ACA 360 y KLEIN PROTEO fueron
cultivados a mediados de mayo de 2018 (ciclo largo o invernal) y a principios de agosto de
2018 (ciclo corto o primaveral), a densidades ajustadas a 200 y 350 plantas m?,
respectivamente. Cada experimento estuvo compuesto por 20 unidades experimentales de

nueve lineas de siembra espaciadas a 0,2 my de 1,5 m de largo. Las subpoblaciones de nabon
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RSBA3-R y RSBAS3-S fueron establecidas en bandejas plasticas multicelda rellenas con
sustrato comercial profesional en base de turba (Grow Mix® Terrafertil) y criadas en
invernaculo con luz natural, riego automético diario y temperatura de 20 £ 5 °C. En el estado de
dos-tres hojas de trigo, plantulas de tamafo similar (en el estado de dos—tres hojas) de los
biotipos resistente y susceptible de nabdn se trasplantaron al campo experimental entre las
plantas de trigo de acuerdo al plan de densidad. Las densidades de maleza fueron 0 (control),
4,y 12 plantas m?. Los experimentos se fertilizaron con 90 kg ha™ de fosfato diaménico a la
siembra y 200 kg ha™ de urea en el estado de cinco hojas del trigo. Las malezas no
clasificadas como nabon fueron removidas regularmente en forma manual. Se utilizé un disefio
experimental en bloques completos al azar con cuatro repeticiones, y ambos experimentos

fueron realizados de la misma manera en ambas estaciones de crecimiento.

En el estado de madurez, se midi6 la altura de planta y el nUmero de ramas primarias sobre
cuatro plantas de nabén ubicadas en el centro de cada unidad experimental. Las cuatro plantas
fueron cortadas a nivel de superficie, secadas en estufa a 60 °C hasta peso constante y
pesadas para evaluar biomasa seca aérea total por planta y por unidad de superficie (metro
cuadrado). Las silicuas de cada planta fueron separadas, pesadas, contadas y trilladas
manualmente o utilizando un mortero con minimo dafio. Las semillas fueron limpiadas y
pesadas para obtener el rendimiento por planta. El peso unitario de las semillas se estimé al
promediar el peso de tres réplicas de 100 semillas para cada planta. El namero de semillas por
planta se estim6 al dividir el rendimiento por planta por el peso de las semillas de cada planta.
El nimero de semillas por silicua se estimé al dividir el numero de semillas por planta por el
namero de silicuas por planta. La particion de la biomasa seca aérea (tallos/ramas, frutos y

semillas) se realiz6 de acuerdo a Poorter y Nagel (2000).

Al mismo tiempo, en el estado de madurez del trigo, se midi6 la altura de planta sobre tres
réplicas de cinco plantas linderas y posteriormente se cosecharon manualmente las espigas en
tres muestreos de 0,5 m de largo, ubicados en las tres lineas centrales de cada unidad
experimental y se secaron en estufa a 60 °C hasta peso constante para homogeneizar los
tratamientos. En cada réplica (tres por cada unidad experimental) se evalu6 nimero de espigas
m2, nimero de espiguillas por espiga, nimero de granos por espiguilla, peso de los granos y
rendimiento. Las espiguillas por espiga y los granos por espiguilla se obtuvieron al promediar
los valores de cinco espigas, y el peso unitario de los granos al promediar el peso de cuatro
réplicas de 100 granos. El rendimiento fue obtenido al trillar manualmente las espigas, y limpiar

y pesar las semillas de cada réplica. El peso de los granos y el rendimiento de trigo fueron
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estandarizados a 13,5 % de humedad. Los datos de trigo y de nabdén de cada unidad

experimental se promediaron para el andlisis estadistico.
Analisis estadisticos

En el experimento “Evaluacién del crecimiento vegetativo sin interferencia “, para cada biotipo
(R 'y S) se estimd la RGR utilizando la férmula propuesta por Hoffmann y Poorter, (2002)
[Ecuacion 3]. La varianza (V) de RGR fue calculada utilizando la biomasa seca aérea
transformada con logaritmo natural (In) para los diferentes momentos de cosecha (18 y 32
DDT) de acuerdo a Venus y Causton, (1979) [Ecuacion 4]. La formula utilizada para estimar la
RGR fue:

{(InW2— IlnWi)
(£2—t1)

RGR = [Ecuacién 3]

La férmula utilizada para estimar la varianza de RGR fue:

VilnW2+VilnWwi]
(t2—tl)2

V (RGR) = [Ecuacidn 4]

donde, InW1 v InW2 fueron las medias de la biomasa seca aérea transformadas con In en los
momentos de cosecha t; (18 DDT) y t> (32 DDT), y V(InW1)y V(InW2) las varianzas de la
biomasa seca aérea transformadas con In en los momentos de cosecha t; y t,. Los grados de

libertad asociados con RGR y sus componentes fueron n — 2, donde n es el nimero total de

plantas utilizadas en los dos momentos de cosecha.

La diferencia en las estimaciones de RGR entre biotipos fue evaluada utilizando la prueba t de
Student con PROC TTEST en SAS. Ademas, las diferencias en biomasa seca aérea entre los
biotipos (R y S) fueron evaluadas utilizando ANOVA con PROC GLM. El modelo incluyé dos
efectos fijos: tiempo de muestreo y biotipo (R y S), y su interacciéon. Previo al andlisis, los datos
fueron transformaron logaritmicamente para mejorar la normalidad y la homogeneidad de las

varianzas.

En el experimento “Evaluacion del crecimiento vegetativo bajo interferencia intraespecifica®, se
calcul6 el coeficiente de amontonamiento relativo (RCC) para los valores de niumero de hojas,
ancho y largo foliar, y biomasa seca aérea de acuerdo a la ecuacion propuesta por Novak et al.,
(1993) [Ecuacion 5].

RCC = (M2 /M) + (M2 /ME) + (ME3/ME3)/3) 7 (M /MZ) [Ecuacion 5]
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donde Ms n:n y Mg n:n fueron el numero de hojas, ancho y largo foliar o las biomasas seca
aéreas por planta para el biotipo susceptible y resistente a las densidades n:n,
respectivamente. Un valor de RCC de 1 indica que los dos biotipos tienen igual competitividad.
Valores de RCC > 1 indican mayor competitividad de S y valores de RCC < 1 indican mayor
competitividad de R. Los valores de RCC fueron comparados a 1 usando una prueba t de
Student (P < 0,05) en PROC TTEST.

Por otro lado, para estudiar la complementariedad de recursos se calculé el rendimiento relativo
total (RYT) para los valores de biomasa seca aérea de acuerdo a la ecuacion propuesta por de
Witt y Van der Bergh, (1965) siguiendo los métodos de Dai et al., (2014) [Ecuacidn 6].

RYT = [Pbio (Smix/Smono)] + [(1 - Pbio) (Rmix'Rmono)] [ECuacion 6]

donde Py, es la proporcion de los biotipos respectivos cuando crecieron juntos; Smix Y Rmix,
respectivamente, son la biomasa seca aérea por planta de los biotipos susceptible y resistente
cuando crecieron juntos; y Smono Y Rmono, respectivamente, son la biomasa seca aérea de los
biotipos susceptible y resistente en monocultivo. Valores de RYT=1 indica que los mismos
recursos estan siendo utilizados por S y R, RYT<1 indica antagonismo entre S y R (pérdida
general de recursos) y RYT>1 indica competencia incompleta debido a mayor oferta que
demanda de recursos o que los biotipos tienen diferente demanda de recursos. RYT fue
calculado con los tratamientos (R/S) 4.0, 2:2 y 0:4. Los valores de RYT fueron comparados a 1
usando una prueba t de Student (P < 0,05) en PROC TTEST.

Ademas, se compararon los valores de numero de hojas, ancho y largo foliar y biomasa seca
aérea de los tratamientos 4:0 y 0:4 para determinar si existen diferencias significativas entre
biotipos utilizando PROC GLM.

En el experimento “Evaluacion del crecimiento vegetativo bajo interferencia interespecifica®, los
datos de largo y ancho foliar y de biomasa seca aérea de las plantas de nabdn en interferencia
con trigo se expresaron como porcentaje del rasgo en ausencia de interferencia y se analizaron
siguiendo los métodos de Li et al., (2013) y Vila-Aiub et al., (2015). La respuesta de los biotipos
a la interferencia se analiz6 utilizando un modelo hiperbdlico no-lineal, que describe la
respuesta de las plantas de nabdén al incremento de la biomasa de trigo (Weiner, 1982)

[Ecuacién 7]:

L e
¥= o [Ecuacion 7]
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donde, Y representa el caracter de aptitud biolégica (biomasa seca aérea, largo y ancho foliar)
de la maleza a diferentes biomasas de cultivo (x), a el caracter de aptitud de la maleza en

ausencia de cultivo (x = 0), y b la pendiente de la regresion.

Las pendientes de la regresion (parametro b) fueron comparadas utilizando la prueba t de
Student con PROC TTEST para determinar la respuesta de las plantas de nabon (R y S) al
incremento en la biomasa total (es decir, por unidad tamafio de planta) de trigo. El modelo
hiperbdlico se ajusté después de transformar los datos por logaritmo (y = log [x]) para cumplir

con los supuestos del analisis de regresion.

En el experimento “Evaluacién de la aptitud bioldgica en condiciones de campo®, las diferencias
en biomasa seca aérea total por planta y por unidad de superficie (m?), altura de planta,
namero de ramas primarias, nimero de silicuas por planta, semillas por silicua, nimero de
semillas por planta, peso de las semillas, rendimiento por planta y particion de la biomasa seca
(tallos y ramas, frutos y semillas) entre los biotipos Ry S de nabdn, criados a dos densidades y
en dos estaciones de crecimiento, en condiciones de interferencia con trigo fueron evaluadas
utilizando ANOVA con PROC GLM en SAS. El modelo incluyé estacién de crecimiento (ciclo
largo y ciclo corto), biotipo (R y S), densidad (4 y 12 plantas m2) y todas sus interacciones. La
asignacion de recursos al sistema reproductivo para R y S se evalu6 a partir del calculo de
fracciones de la biomasa seca aérea propuesto por Poorter y Nagel (2000). Ademas, se utilizd
ANOVA para evaluar el efecto de la interferencia de dos densidades de nabdn resistente y
susceptible sobre el rendimiento de trigo. Las medias fueron comparadas utilizando la prueba
de Fisher (P < 0,05).
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RESULTADOS

Evaluacién del crecimiento vegetativo sin interferencia

No se encontrd interaccion entre tiempo de muestreo y biotipo (F1.96 = 0,29; P = 0,59). A los 18
y 32 dias después del trasplante, la biomasa seca aérea de las plantas de nabdn resistente a
herbicidas AHAS (295,02 + 15,35 mg planta y 1672,55 + 144,65 mg planta™, respectivamente)
no mostré diferencias significativas (Fie = 3,23; P = 0,07) respecto a sus contraparte
susceptibles 18 (322,37 + 17,4 mg plantal) y 32 (1935,36 + 143,73 mg planta?) dias después
del trasplante. No se encontraron diferencias significativas (t = 0,76; P = 0,45) en la RGR entre
el biotipo susceptible (0,1258 + 0,0048 mg mg™ dia™) y resistente (0,1206 + 0,0047 mg mg™
dia™).

Evaluacién del crecimiento vegetativo bajo interferencia intraespecifica

En ausencia de interferencia entre biotipos (tratamientos 4.0 y 0:4), no se encontraron
diferencias significativas en el numero (Fy;12 = 0,87; P = 0,37), el ancho (F1;11 = 0,02; P =0,89) y
largo (F1.11 = 3,02; P = 0,11) foliar y la biomasa seca aérea (F1.11 = 0,64; P = 0,44) entre las
plantas resistentes y susceptibles (Fig. 4.1).

Cuando las plantas R y S crecieron en condiciones de interferencia intraespecifica, el nUmero (t
=0,34; P = 0,75; RCC = 0,97), ancho (t = 2,26; P = 0,07; RCC = 1,15) y largo (t = 0,38; P =
0,72; RCC = 1,03) foliar en ambos biotipos fueron similares, de acuerdo a la respuesta tedrica
de dos biotipos con igual competitividad (Fig. 4.1A, B y C). Sin embargo, el RCC calculado para
la biomasa seca aérea se desplaz6 significativamente (t = 2,96; P = 0,0253) hacia la derecha
(RCC = 1,25), indicando una leve ventaja competitiva del biotipo susceptible (Fig. 4.1D). A
pesar de ello, el valor de RYT de los biotipos resistente y susceptible para la biomasa seca
aérea en el tratamiento 2:2 no fue significativamente diferente de 1 (t = 0,004; P = 0,99; RYT =

1.0003 + 0.20), indicando que ambos biotipos compitieron por los mismos recursos limitantes.
Evaluacién del crecimiento vegetativo bajo interferencia interespecifica

El modelo hiperbdlico explicod las variaciones en la respuesta en el crecimiento vegetativo,
evaluado mediante el ancho y largo foliar y la biomasa seca aérea, de las plantas de nabén
criadas en condiciones de interferencia con trigo (R? = 0,57 — 0,69; P < 0,0001). El aumento de
la densidad de trigo redujo el largo y ancho foliar y la biomasa seca aérea de las plantas de
nabon (Fig. 4.2). La respuesta competitiva, evaluada al comparar las pendientes de las

regresiones de las variables mencionadas entre las plantas R y S, no mostré diferencias
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significativas. Es decir, las reducciones en el ancho y largo foliar y la biomasa seca aérea de

las plantas R fueron similares a las mostradas por sus contraparte S (Fig. 4.2).
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Figura 4.1. Diagrama de series de reemplazo para ancho (A) y largo (B) foliar, nimero de hojas por planta (C) y biomasa seca
aérea por planta (D) de Raphanus sativus feral (nabon) resistente (R) y susceptible (S) a herbicidas AHAS, evaluado 35 dias
después del trasplante. Las barras verticales representan media (n = 6) + ES. La prueba t y el coeficiente de amontonamiento

relativo (RCC) son indicados para cada variable.
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Figura 4.2. Respuesta del ancho (A) y largo (B) foliar y la biomasa seca aérea (C) de las

plantas de Raphanus sativus (nabon) susceptibles (S) y resistentes (R) a herbicidas AHAS,

criadas en condiciones de interferencia generada por incrementos en la biomasa seca aérea

del cultivo de trigo.
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Evaluacién de la aptitud biol6gica en condiciones de campo

No se encontrd interaccion entre biotipo y estacion de crecimiento, estacion de crecimiento y
densidad, biotipo y densidad, ni interaccién triple para ningun caracter evaluado. Por lo tanto,
los datos de ambas estaciones de crecimiento fueron agrupados (Tabla 4.1 y Fig. 4.3). No se
encontraron diferencias significativas entre las subpoblaciones de nabén R y S criadas en
condiciones de interferencia con trigo en altura de planta, numero de ramas y semillas por
silicua (Tabla 4.1). Sin embargo, las plantas resistentes mostraron 36 — 46 % menor biomasa
seca aérea total, 20 — 48 % menor numero de silicuas, 10 — 11 % menor biomasa de semillas,
26 — 47 % menor numero de semillas y 36 — 53 % menor rendimiento por planta respecto a sus
contraparte susceptibles, en ambas estaciones de crecimiento y densidades de maleza (Tabla
4.1y Fig. 4.3).

Al evaluar la asignacion de recursos a las estructuras reproductivas (es decir, fraccion de
biomasa de semillas respecto a la biomasa aérea total, o indice de cosecha) en los individuos
de nabon, se encontro interaccion entre biotipo y densidad (F13: = 12,47 ;P = 0,0024) y biotipo
y estacién de crecimiento (Fi.31 = 5,28 ;P = 0,0337); por lo tanto, los datos fueron separados por
estacion de crecimiento y densidad (Fig. 4.4). A la menor densidad (4 plantas m?), no se
encontraron diferencias significativas entre los biotipos en la asignacién de recursos a las
estructuras reproductivas, tanto en el experimento en ciclo corto (F1.;7 = 0,63 ;P = 0,49) como en
el de ciclo largo (F1.7 = 3,06 ;P = 0,18), indicando que la proporcién de biomasa seca destinada
a semillas fue similar entre los biotipos. Sin embargo, los individuos resistentes criados a la
mayor densidad (12 plantas m?) mostraron 19 % (18,8 + 0,5 vs. 15,2 + 0,6 % de biomasa de
semillas para S y R, respectivamente) y 9 % (20,4 + 0,6 vs. 18,5 + 0,6 % de biomasa de
semillas para S y R, respectivamente) menor fraccion de semillas respecto a la biomasa aérea
total que los individuos susceptibles en el experimento ciclo largo (Fi.7 = 24,75 ;P = 0,0156) y
ciclo corto (F1.7 = 14,20 ;P = 0,0327), respectivamente (Fig. 4.4).

En cuanto al cultivo, el rendimiento de trigo se redujo significativamente (Fs3 = 58,41; P >
0,0001) debido a la interferencia de nabdn. No se encontraron diferencias significativas entre
estaciones de crecimiento (Fi3 = 2,83; P = 0,11), blogue (dentro de cada estacion de
crecimiento) (Fe3e = 1,97; P = 0,11) y la interaccion estacion de crecimiento por tratamiento
[biotipo S y R a la menor (4 plantas m?2) y mayor (12 plantas m?) densidad] (Fs:30 = 0,98; P =
0,44). El biotipo resistente redujo en menor medida el rendimiento de trigo que su contraparte
susceptible a ambas densidades. Las plantas resistentes y susceptibles redujeron el

rendimiento de trigo en 38 y 49 % a la menor y 54 y 66 % a la mayor densidad de nabodn,

103



respectivamente (Fig. 4.5). La interferencia de nabdn resistente a herbicidas AHAS sobre el
cultivo de trigo sera explorada y discutida con mayor profundidad en siguiente capitulo
(Capitulo 5).
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Tabla 4.1. ANOVA para los caracteres de aptitud biolégica de dos biotipos de Raphanus sativus feral (nabdn), resistente y

susceptible a herbicidas AHAS, criados en condiciones de interferencia con el cultivo de trigo, evaluados en dos estaciones de

crecimiento (ciclo corto y ciclo largo) y a dos densidades de nabén (4 y 12 plantas m?), y sus interacciones. Los efectos

significativos (P < 0,05) estan indicados en negrita. *Numerador y denominador de los grados de libertad de cada efecto.

Numero de Biomasa seca total Numero de Semillas por Numero de Peso de Rendimiento
Altura ramas planta® frutos planta™ fruto semillas planta™ semillas (g planta™)

Efectos g.l.* F P F P F P F P F P F P F P F P
Ciclo (C) 1/31 45,36 <0,0001 0,52 0,48 0,25 0,62 1,13 0.30 53,45 <0,0001 20,05 0,0003 84,62 <0,0001 3,16 0,09
Blogue (ciclo) 6/31 2,49 0,06 0,25 0,95 2,32 0,08 1,11 0.39 0,04 0,99 1,33 0,29 1,19 0,36 2,38 0,07
Biotipo (B) 1/31 0,24 0,63 1,8 0,19 37,00 <0,0001 16,20 0.0008 1,07 0,31 27,50 <0,0001 19,00 0,0004 51,05 <0,0001
Densidad (D) 1/31 0,08 0,78 0,55 0,47 14,45 0,0013 10,57 0.0044 0,35 0,56 17,06 0,0006 1,14 0,30 17,19 0,0006
CxB 1/31 0,25 0,62 2,60 0,12 1,08 0,31 0,44 051 2,18 0,16 0,68 0,42 0,90 0,36 0,65 0,43
CxD 1/31 0,84 0,37 0,28 0,60 0,01 0,92 0,00 0.97 0,66 0,43 0,09 0,77 0,72 0,41 0,01 0,92
BxD 1/31 0,04 0,84 1,17 0,29 0,00 0,99 1,94 0.18 1,12 0,30 1,01 0,33 0,09 0,77 0,49 0,50
CxBxD 1/31 0,26 0,62 0,02 0,88 0,18 0,68 0,00 0.96 0,02 0,87 0,19 0,67 1,90 0,18 0,06 0,82
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Figura 4.3. Biomasa seca aérea total por planta (A), biomasa seca aérea total (g/m?) (B)
namero de silicuas por planta (C), nimero de semillas por planta (D), biomasa de las
semillas (E) y rendimiento por planta (F) de plantas de Raphanus sativus (nabén)
resistentes a herbicidas AHAS con la mutacion Trp-574-Leu (R) y sus contraparte
susceptible (S), criadas en condiciones de interferencia con el cultivo de trigo a dos
densidades de nabén, baja (4 plantas m?) y alta (12 plantas m2). Los datos son promedio

de dos estaciones de crecimiento. La linea horizontal y vertical indica la media + ES. Cada

T
Baja

Alta

Densidad de nabdén

punto indica la media de cuatro plantas.
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Figura 4.4. Particion de la biomasa seca aérea total (100 %), en tallos y ramas, silicuas y

semillas de Raphanus sativus (nabon) resistentes a herbicidas AHAS con la mutacién Trp-
574-Leu (R) y sus contraparte susceptibles (S) criadas en condiciones de interferencia con
el cultivo de trigo a dos densidades de nabén, baja (4 plantas m?) y alta (12 plantas m3), y
dos estaciones de crecimiento, ciclo largo (CL) y ciclo corto (CC). Los valores son la media
de 16 plantas (4 bloques x 4 plantas bloque™).
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Figura 4.5. Rendimiento de Triticum aestivum (trigo) bajo interferencia de dos densidades
de Raphanus sativus (nabén), baja (4 plantas m?) y alta (12 plantas m?), resistente a
herbicidas AHAS con la mutacion Trp-574-Leu (R) y su contraparte susceptible (S). Los
datos son promedio de dos estaciones de crecimiento. La linea horizontal y vertical indica la

media = ES. Cada punto indica la media de tres repeticiones.
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DISCUSION

Los resultados del presente capitulo revelaron similar tasa de crecimiento relativo, tamafio
foliar y biomasa seca aérea en la etapa vegetativa entre individuos de nabén susceptibles y
resistentes a herbicidas AHAS, criados aislados o en condiciones de interferencia intra e
interespecifica (Fig. 4.1 A, By C, y 4.2). Sin embargo, el coeficiente de amontonamiento
relativo, evaluado sobre la biomasa seca aérea, sugiri6 mayor competitividad del biotipo
susceptible respecto al resistente (Fig. 4.1 D), y en condiciones de campo, las plantas
resistentes criadas en interferencia con trigo mostraron menor biomasa seca aérea a la
madurez y menor aptitud reproductiva respecto a sus contrapartes susceptibles, sugiriendo

efectos pleiotrépicos negativos impuestos por la mutacién Trp-574-Leu (Fig. 4.3).

La mutacion Trp-574-Leu no modificd la tasa de crecimiento vegetativa, el tamafio foliar y la
biomasa seca aérea en la etapa vegetativa de plantas de nabén criadas aisladas o en
interferencia intra/interespecifica, sugiriendo similar capacidad de absorcion de los recursos.
Esto resulté en similar respuesta competitiva de los individuos resistentes y susceptibles
criados en interferencia con trigo en estado vegetativo, hasta densidades de trigo >450
plantas m2. La mutacién Trp-574-Leu tampoco mostré efectos pleiotropicos negativos sobre
la tasa de crecimiento relativo y la capacidad competitiva de R. raphanistrum (Li et al.,
2013), Lolium rigidum (Yu et al., 2010), Kochia scoparia (Légére et al., 2013), Poa annua
(Cross et al., 2015) y Ambrosia trifida (Marion et al., 2017). A pesar de que el calculo de
RYT sugirié6 que ambos biotipos (R y S) compitieron por los mismos recursos, el célculo de
RCC sugiri6 mayor capacidad competitiva de los individuos susceptibles, evaluada sobre la
biomasa seca aérea en estado vegetativo, respecto a los individuos resistentes, cuando los
biotipos (R y S) crecen combinados a una densidad de 226 plantas de nabén m2. La
mutacion Trp-574-Leu también mostr6 menor capacidad competitiva en los individuos

resistentes respecto a los susceptibles en Amaranthus powellii (Tardif et al., 2006).

Las estimaciones de los costos biol6gicos de la resistencia a herbicidas realizadas sobre
estadios vegetativos y/o en condiciones de crecimiento controladas pueden no revelar los
costos ecoldgicos sobre la aptitud reproductiva en condiciones de campo (Vila-Aiub et al.,
2009; Keshtkar et al., 2019). En condiciones de campo, los individuos de nabon con la
mutacién Trp-574-Leu criados a dos densidades, en condiciones de interferencia con el
cultivo de trigo mostraron menor biomasa seca aérea total que los individuos susceptibles
provenientes de la misma poblacion (Fig. 4.3). Ademas, la asignacién de los recursos a las
estructuras reproductivas entre biotipos resistente y susceptible fue solo levemente afectada
a la mayor densidad de malezas, pero no a la menor densidad (Fig. 4.4). Esto resulté en

menor numero de silicuas y semillas por planta, menor biomasa de semillas y finalmente

108



menor rendimiento por planta en los individuos resistentes respecto a los susceptibles (Fig.
4.3). En concordancia, los individuos susceptibles produjeron mayores pérdidas de
rendimiento sobre el cultivo de trigo en comparacion con los resistentes, en ambas
densidades de maleza y estaciones de crecimiento (Fig. 4.5). Los costos sobre la biologia
reproductiva encontrados en este estudio fueron levemente superiores a los encontrados sin

interferencia con cultivos (Capitulo 2, Fig. 2.2).

El mecanismo fisiolégico responsable del costo biolégico encontrado probablemente este
asociado a la menor actividad de la enzima AHAS en los individuos resistentes respecto a
los susceptibles (Capitulo 2). Por otro lado, la falta de correlacion entre los efectos
pleiotrépicos encontrados en estado vegetativo y reproductivo, en este y otros estudios
(Cross et al.,, 2015), podria explicar la ausencia de costos de resistencia en varios
experimentos donde se encontrd costo enzimatico, debido a que en la mayoria de ellos solo
se evaluo el costo de resistencia sobre la biomasa en estado vegetativo (Younginger et al.,
2017). En consecuencia, la menor actividad de la enzima AHAS con la mutacién Trp-574-
Leu respecto a la enzima silvestre, podria ser limitante en etapas de altos requerimientos o

en estados avanzados de la maleza.

Las implicancias ecolégicas y evolutivas de una mutacion adaptativa, por ejemplo la
mutacion Trp-574-Leu, depende de mudltiples interacciones entre los factores de manejo
relacionados con las aplicaciones de herbicidas, los factores biol6gicos relacionados con la
ecologia y el ciclo de vida de las malezas, los factores genéticos relacionados con el
costo/beneficio bioldgico de la resistencia y el tamafio poblacional (Neve et al., 2009; Vila-
Aiub et al., 2009; Vila-Aiub et al., 2019). El nabén es una especie de polinizacién cruzada
obligada (Snow y Campbell, 2005) y el alelo Trp-574-Leu de resistencia a AHAS es
dominante (Yu et al., 2014), dos caracteristicas que podrian incrementar la frecuencia del
alelo resistente en una poblacién. Sin embargo, este estudio y los realizados en el Capitulo
2 mostraron gue la mutacién de resistencia a AHAS Trp-574-Leu esta asociado a un costo
sobre la biologia reproductiva de nabén en ambientes con y sin interferencia con cultivos,
sugiriendo la reduccion gradual de la frecuencia de los individuos resistentes, tanto en
ambientes ruderales como agrestales, en ausencia de presion de seleccion. Es decir, en
una situacion donde la resistencia esté bien establecida, el manejo de las poblaciones
resistentes a largo plazo basado en la rotacion de cultivos, ausencia de presion de seleccion
por herbicidas AHAS y la utilizacion de cualquier otra estrategia/herramienta disponible de

control ayudaria a reducir la frecuencia de los alelos resistentes.

En especies autoincompatibles de polinizacion cruzada obligada, como el nab6n (Snow y

Campbell, 2005), el flujo de genes entre poblaciones resistentes y susceptibles podria
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modificar la dinamica de los alelos resistentes (Roux et al., 2008). El flujo de genes desde
las poblaciones con nulo o0 bajos niveles de resistencia podria actuar como refugio,
retrasando la evolucion de la resistencia en poblaciones con altos niveles de seleccién y/o
disminuyendo mas rapido la proporcion de alelos resistentes en ausencia de seleccion por
herbicidas. De acuerdo a ello, se destaca la importancia de generar menor presion de

seleccion y mantener las banquinas o bordes de los lotes sin aplicacion de herbicidas.

Por otro lado, las semillas de nabdn tienen requerimientos de oscuridad para germinar y
estan encerradas dentro de silicuas indehiscentes que imponen dormicion fisiologica
(Capitulo 1 y 3), factores que provocan la formacion de un banco de semillas persistente
gue también podria actuar como refugio y provocar retraso tanto en la evoluciéon de la
resistencia como en la reduccién de las poblaciones resistentes. Para verificar nuestras
inferencias, se deberian realizar estudios adicionales que monitoreen las frecuencias de los
alelos de resistencia en condiciones de campo durante varios afios en ausencia de

seleccion por herbicidas AHAS.

Finalmente, todos estos resultados podrian ser incorporados en modelos de evolucion de
poblaciones de malezas para explorar las consecuencias de los costos de resistencia sobre
la dinamica de la resistencia a inhibidores AHAS e identificar posibles estrategias de manejo

para prevenir, retrasar o revertir la evolucion de la resistencia.

La comparacién entre individuos homocigotas con la mutacion AHAS Trp-574-Leu e
individuos homocigotas tipo silvestre provenientes de una Unica poblacion fue la estrategia
utilizada para reducir el efecto del fondo genético (Vila-Aiub et al., 2011; Keshtkar et al.,
2019). En especies de polinizacion cruzada obligada se asume que el fondo genético entre
los individuos resistentes y susceptibles dentro de una poblacién es similar (Vila-Aiub et al.,
2011; Vila-aiub et al., 2015), y solo cinco-diez plantas son suficientes para hacer una
muestra representativa en estas circunstancias (Burgos et al., 2013). Sin embargo, estos
resultados no deberian generalizarse debido a que se evalué solo una poblacién. A pesar
de ello, no se encontré interaccion entre las poblaciones de nabén dentro de cada biotipo (R
y S) en la evaluacion de los caracteres reproductivos en ambientes sin interferencia
interespecifica, sugiriendo similaridad en las poblaciones de nabén de la regiéon pampeana
(Tabla 2.2).

Una explicacion alternativa podria ser la evolucion de los biotipos en diferente tipo de
hébitat, agrestal vs. ruderal, al proporcionar un ambiente diferente, podria provocar la
seleccion de caracteres que optimicen la supervivencia dentro de esos ambientes (Barrett,
1983; Neve et al., 2009; Gage et al., 2015). Por lo tanto, los resultados encontrados aqui

podrian haber surgido de la seleccion impuesta por las précticas agricolas,
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independientemente de la mutacion de resistencia a herbicidas (Darmency et al., 2017; Vila-
Aiub, 2019; Baucom, 2019). En ambientes ruderales, los estreses bidticos y abidticos son
los principales agentes de seleccion (Koziol et al., 2012), mientras que en ambientes
agrestales, artificialmente benignos por una aplicacion continua de agroquimicos vy
fertilizantes y mejor uso del agua, los principales estreses son las aplicaciones de herbicidas
y la interferencia con los cultivos (Martinez-Ghersa et al., 2000). Se considera que en
ambientes agrestales, caracteres como mayor tasa de crecimiento, floracion anticipada y
prolongada, mayor particion a estructuras reproductivas y resistencia a herbicidas seran
seleccionados positivamente (Neve et al., 2014; Gage et al., 2015; Bourgeois et al., 2019;
Vila-Aiub, 2019). En consecuencia, la seleccion de los individuos resistentes en el ambiente
agrestal deberia haber favorecido su comportamiento en los ambientes agricolas en
comparacion con el biotipo susceptible, seleccionado en un ambiente ruderal (borde del
lote, sobre el alambrado) (Pandolfo et al., 2013). Sin embargo, no se detectaron diferencias
en la tasa de crecimiento y el inicio y duracion de la floracién (observacién personal del
autor) entre individuos resistentes y susceptibles, la asignacion de recursos a las
estructuras reproductivas no fue fuertemente afectada (a altas densidades favorecié al
biotipo susceptible) y la aptitud reproductiva del biotipo resistente, en condiciones de
interferencia con trigo, fue sustancialmente menor que la del biotipo susceptible, sugiriendo
gue si las diferencias encontradas estan influenciadas por el ambiente de seleccién, el costo
de resistencia seria aun mayor al encontrado. A pesar de lo expuesto previamente, la
posibilidad de que los efectos pleiotropicos observados no sean causados solamente por la
mutacion Trp-574-Leu no puede ser completamente descartada. Para confirmar/descartar
ello, seria necesario investigar los costos biolégicos de la mutacion Trp-574-Leu utilizando

lineas resistentes y susceptibles isogénicas (Vila-aiub et al., 2015).

Nuestros resultados revelaron que la mutacion Trp-574-Leu impone efectos pleiotrépicos
negativos sobre los caracteres reproductivos de nabdn criados en condiciones de
interferencia con el cultivo de trigo, rechazando la hipétesis planteada. Este costo bioldgico
podria reducir la frecuencia de los alelos resistentes y la velocidad de propagacion de las

poblaciones resistentes en ambientes sin seleccion por herbicidas.
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CAPITULO 5

Interferencia de Raphanus sativus resistente a herbicidas AHAS en colza, trigo y

girasol

INTRODUCCION

Las malezas, plantas perjudiciales o indeseables en cierto lugar y periodo de tiempo que
interfieren con la agricultura y los recursos naturales, se consideran la principal limitante
biolégica para la producciéon de alimentos en los sistemas productivos de todo el mundo
(Oerke, 2006; Varanasi et al., 2016). Estas incrementan los costos de produccién y afectan
negativamente los rendimientos de los cultivos al competir por recursos esenciales como la
luz, los nutrientes y el agua, y/o al liberar sustancias quimicas alelopéaticas al medio
ambiente (en su conjunto denominado interferencia) (Zimdahl, 2007; Cobb y Reade, 2010;
Swanton et al., 2015). Las pérdidas de rendimiento de los cultivos ocasionadas por las
malezas varian principalmente de acuerdo al momento de emergencia de las mismas
(respecto al cultivo), a su densidad y especie (Swanton et al., 2015). Las malezas también
incrementan los costos de proteccion de los cultivos al albergar otras pestes, como insectos
y enfermedades, incrementando las oportunidades para que estos organismos persistan en
el medioambiente y re-infesten los cultivos en futuras estaciones de crecimiento; aunque
también albergan fauna benéfica, por ejemplo insectos polinizadores y enemigos naturales
gue ayudan al control de plagas. Las malezas pueden interferir con las labores de cosecha
al incrementar la humedad y el volumen vegetal que pasa a través del sistema de ftrilla de
las cosechadoras y reducir la calidad de los granos cosechados al contaminarlos con
semillas de malezas y materias extrafias, que frecuentemente son dificiles de separar.
Finalmente, las malezas reducen las opciones de cultivos y el valor de los campos (Zimdahl,
2007; Cobb y Reade, 2010; Bajwa, 2014; Varanasi et al., 2016). Por estas razones, el
control de las mismas es uno de los componentes principales del éxito de la produccion de
cultivos. En los bordes de los lotes y las banquinas, las malezas son un reservorio de

variabilidad vegetal con multiples funciones (revisado en Marshall y Moonen, 2002).

El control quimico de malezas a través de uso de herbicidas es actualmente el método mas
adoptado y posiblemente el mas efectivo para el control de malezas en los sistemas
agricolas de todo el mundo (Bajwa, 2014). En la actualidad, existen 26 modos de accién de
herbicidas en el mercado mundial (Heap, 2019), entre ellos se encuentran los herbicidas
inhibidores de la enzima AHAS/ALS, ampliamente utilizados para controlar malezas a nivel

global (Duggleby et al., 2008). Las aplicaciones continuas y frecuentes de estos herbicidas
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resultaron en la evolucion de resistencia en al menos 162 especies de malezas (Kraehmer
et al., 2014; Yuy Powles, 2014; Heap, 2019).

Raphanus sativus (nabon) es una maleza problemética en zonas templadas de América que
ha desarrollado resistencia a herbicidas AHAS en Brasil, Chile y Argentina (Theisen, 2008;
Pandolfo et al., 2016). En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, un &area
principalmente agricola cultivado mayormente (>90 %) bajo el sistema de labranza cero y
donde los herbicidas inhibidores de AHAS son ampliamente utilizados, el nabdn es una de
las especies de maleza con mayor incremento en los ultimos 35 afios (Scursoni et al.,
2014). En este area, se detectaron varias poblaciones de nabdn resistentes a herbicidas
inhibidores de AHAS (Pandolfo et al., 2013, 2016, Tabla 2.1).

El control post-emergente de malezas latifoliadas en cultivos de hoja ancha es dificultoso.
Los agricultores y técnicos disponen escasas (por ejemplo, aclonifen) o nulas opciones
guimicas de herbicidas para el control post-emergente de nabodn resistente a herbicidas
AHAS en los cultivos de girasol y colza, respectivamente (Pandolfo et al., 2016). Por otro
lado, el control post-emergente de nabon resistente a herbicidas AHAS en cereales de
invierno (es decir, trigo y cebada) esta limitado a herbicidas fenoxiacéticos (2,4-D y MCPA)
e inhibidores del fotosistema Il (bromoxinil). En consecuencia, se han encontrado extensas
poblaciones de nabon resistente a herbicidas AHAS debido a la mutacién Trp-574-Leu
infestando severamente tanto cultivos de invierno como de verano (Theisen, 2008; Pandolfo
et al., 2016; Tabla 2.1).

Hasta el momento, la informacién disponible sobre el efecto de la interferencia de nabén en
los cultivos de invierno y de verano es muy limitada. En un estudio realizado en Brasil, la
interferencia de >40 plantas m? de nabén redujo aproximadamente 15 % el rendimiento de
soja (Bianchi et al., 2011). Sin embargo, el efecto de la interferencia del pariente silvestre
Raphanus raphanistrum ha sido ampliamente estudiado. La interferencia de R. raphanistrum
a altas densidades provoco pérdidas en el rendimiento de trigo y colza de hasta 56 y 90 %,
respectivamente (Blackshaw et al., 2002; Hashem y Wilkins, 2002; Eslami et al., 2006). El
conocimiento de la interferencia de nab6n sobre el rendimiento de los cultivos puede

proveer una base para el desarrollo de estrategias efectivas de control.

Los objetivos de este estudio fueron: (1) cuantificar el efecto de la interferencia de
densidades crecientes de R. sativus resistente a herbicidas AHAS sobre los componentes
del rendimiento y el rendimiento de colza, trigo y girasol, y (2) estimar la altura, la biomasa y
la produccion de silicuas y semillas de varias densidades de nabdn criadas sobre los

cultivos de colza, trigo y girasol.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En estos estudios se utilizaron tres accesiones de nabdn correspondientes a dos
poblaciones ubicadas en el sudeste de la provincia de Buenos Aires, Argentina RSBA10,
RSBA3-R y RSBA3-S (Pandolfo et al., 2016). RSBA10 proviene de un cultivo de girasol
resistente a imidazolinonas (Clearfield® o CL) en Pieres (38° 24’ S, 58° 35 O). RSBA10
mostraba 95 % de individuos resistentes a herbicidas AHAS debido a la mutacion Trp-574-
Leu (Tabla 2.1). Las subpoblaciones homocigotas resistente con la mutacién Trp-574-Leu
(RSBA3-R) y susceptible (RSBA3-S), obtenidas a partir de una poblacion de nabdn
colectada en cercanias a la localidad de Balcarce (37° 35' 25” S 58° 31' 59” O) (Pandolfo et
al., 2013, 2016), fueron descriptas en los Capitulos 3 y 4.

Con la finalidad de incrementar la cantidad de semillas, se reprodujeron al menos 15
plantulas de la poblacion RSBA10 y de las subpoblaciones RSBA3-R y RSBA3-S en el
campo experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur,
Bahia Blanca, Argentina, como se indicé en los capitulos previos. Las silicuas maduras se
trillaron en forma manual, con ayuda de un mortero. Las semillas se almacenaron en bolsas
de papel madera a temperatura ambiente hasta su posterior utilizacion. Las subpoblaciones
RSBA3-R y RSBA3-S fueron solo utilizadas en los experimentos de trigo para evaluar los

costos bioldgicos asociados a la resistencia a herbicidas AHAS (Capitulo 4).
Campo experimental

Los experimentos de campo para evaluar la interferencia de nabdn sobre los cultivos de
colza, trigo y girasol se realizaron durante 2016 y 2018 en el campo experimental del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina.
El sitio posee clima semiarido y templado, con temperatura media anual de 14,9 °C,
temperaturas medias del mes mas frio (julio) y del mes mas caluroso (enero) de 7,6 y 23,0
°C, respectivamente (Servicio Meteorol6gico Nacional 2019, https://www.smn.gob.ar/). El
suelo tiene textura arenosa-franca bien drenada con 1,1 % de materia organica y pH 7,7
(suelo tipico del sudoeste de la provincia de Buenos Aires). Los experimentos fueron
regados mediante riego por goteo, complementando las lluvias naturales, de modo de cubrir

las necesidades de los cultivos para lograr condiciones aceptables de crecimiento.

En condiciones de campo, la emergencia de nabén ocurre principalmente sobre la linea de
siembra (Anexo, Figura A2 y A3), probablemente debido a la rotura de las silicuas y la
liberacién y entierro de las semillas por los discos de la sembradora durante la siembra

(observacion personal del autor), al igual que en el pariente silvestre R. raphanistrum
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(Cheam, 1986). Por lo tanto, aqui se evaluo la interferencia de nabon establecido al mismo
tiempo que los cultivos. En todos los casos, periddicamente, se realizé desmalezado

manual para evitar la interferencia de otras especies de malezas diferentes a nabdn.
Colza

Se emple6 el hibrido comercial de colza Hyola 575 CL -cultivado en unidades
experimentales compuestas por siete lineas de siembra espaciadas a 0,2 m y de 2 m de
largo, bajo una densidad objetivo de 50 plantas m?. Las evaluaciones se realizaron en
2017 y 2018 durante la estacion de crecimiento invernal (junio — diciembre). Las semillas del
cultivo y de la poblacion de nab6n RSBA10 fueron sembradas simultaneamente con 2-3
semillas por golpe a 2-3 cm de profundidad, de acuerdo a su plan de densidad. En el
estado de 4 hojas del cultivo, se ajusté el stand de plantas de colza y de nabén mediante
raleo manual. Las densidades de nabon fueron 0 (control), 2, 4, 8 y 16 plantas m?. Los
experimentos fueron fertilizados con 90 kg ha™ de fosfato diamoénico a la siembra y 200 kg
ha™ de urea en el estado de 4 — 6 hojas verdaderas. Los experimentos se llevaron a cabo
en un disefio en bloques completos aleatorizados, con cuatro repeticiones, y de la misma
manera en 2017 y 2018.

Al finalizar el ciclo del cultivo, se midié la altura, el nimero de ramas primarias y el nimero
de silicuas en la inflorescencia principal sobre diez plantas de colza vecinas ubicadas en las
tres lineas centrales de cada unidad experimental. Las plantas fueron cosechadas
manualmente y secadas es estufa a 60 °C hasta peso constante. En cada planta, se evalué
el nimero de granos por silicua, el peso de los granos y el rendimiento. EI nimero de
granos por silicua fue estimado mediante el promedio del nimero de granos por silicua de
cinco silicuas, en cada planta. El peso unitario de los granos se estimé mediante el
promedio del peso de tres repeticiones de 100 granos por planta. El rendimiento por planta
fue obtenido al trillar, limpiar y pesar las semillas de cada planta. El peso de las semillas y el
rendimiento de colza fueron estandarizados a un contenido de 8 % de humedad. Los datos
de las diez plantas de colza de cada unidad experimental fueron promediados para el

analisis estadistico.
Trigo

Se evaluaron los caracteres reproductivos en las subpoblaciones de nabdn resistente
RSBA3-R y susceptible RSBA3-S criadas en condiciones de interferencia con trigo. Dado
gue el nabon se considera una especie facultativa (Snow y Campbell, 2005), con dos
cohortes diferentes, los experimentos se realizaron en dos estaciones de crecimiento. Se
emplearon los cultivares de trigo, ACA 360 y KLEIN PROTEO, sembrados a mediados de

mayo de 2018 (ciclo largo) y principios de agosto de 2018 (ciclo corto), respectivamente.
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Las densidades del cultivo fueron ajustadas a 200 y 350 plantas m en los trigos ciclo largo
y ciclo corto, respectivamente. Las unidades experimentales estaban formadas por nueve
lineas de siembra, espaciadas a 0,2 m y de 1,5 m de largo. Las subpoblaciones RSBA3-R y
RSBA3-S fueron establecidas en bandejas plasticas multicelda rellenas con sustrato
comercial (Grow Mix® Terrafertil), y criadas en invernaculo con luz natural, riego diario y a
temperatura de 20 £ 5 °C. En el estado de 2 — 3 hojas de trigo, plantulas de tamafio similar
(en el estado de 2 — 3 hojas) de cada subpoblacion de nabdn fueron trasplantadas al campo
experimental entre las plantas de trigo de acuerdo al plan de densidad. Las densidades de
nabon fueron 0 (control), 4, y 12 plantas m2. Los experimentos fueron fertilizados con 90 kg
ha™ de fosfato diamoénico a la siembra y 200 kg ha™ de urea en el estado de 5 hojas
completamente expandidas. Los experimentos se llevaron a cabo en un disefio en bloques
completos aleatorizados, con cuatro repeticiones, y de la misma manera en ambas
estaciones de crecimiento (ciclo corto y ciclo largo). Solo los datos de la subpoblacién

RSBAS3-R fueron expuestos en este capitulo.

En el estado de madurez del cultivo, se midié la altura de planta sobre tres réplicas de cinco
plantas sucesivas en cada unidad experimental. Las espigas de tres réplicas de 0,5 m de
largo, ubicadas en las tres lineas centrales de cada unidad experimental, fueron
cosechadas manualmente y secadas en estufa a 60 °C hasta peso constante. En cada
réplica (tres por cada unidad experimental), se evalud el nimero de espigas m2, espiguillas
por espiga, granos por espiguilla, peso de los granos y rendimiento. El nimero de
espiguillas por espiga y de granos por espiguilla se obtuvieron promediando los valores de
cinco espigas. El peso unitario del grano se obtuvo pesando cuatro réplicas de 100 granos.
El rendimiento fue obtenido al trillar manualmente, limpiar y pesar los granos de cada
repeticion. El peso de los granos y el rendimiento de trigo fueron estandarizados a 13,5 %
de humedad. Los datos de trigo de cada unidad experimental fueron promediados para el

analisis estadistico.
Girasol

Se empleé el hibrido comercial de girasol SYN 3970 CL, sembrado en unidades
experimentales compuestas de cinco lineas de siembra espaciadas a 0,52 my de 2,1 m de
largo, bajo una densidad objetivo de 6,4 plantas m2. La evaluacion se realiz6 durante la
estacion de crecimiento estival (noviembre a marzo) de 2016/17. El nabén RSBA10 y el
hibrido de girasol fueron sembrados simultdneamente de manera manual, colocando 2—3
semillas por golpe a 2-3 cm de profundidad, espaciadas de acuerdo al plan de densidad. En
el estado de cuatro hojas del girasol, la densidad de plantas de girasol y nabon fue ajustada

mediante raleo manual. Las densidades de la maleza fueron O (control), 1,6, 4, 8 y 16
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plantas m=2. El experimento se fertiliz6 con 90 kg ha™ de fosfato diamdnico a la siembra y
150 kg ha™ de urea en el estado de 4—6 hojas del girasol. El experimento se realizd con un

disefio en bloques completos al azar con cuatro repeticiones.

Al finalizar la floracién de girasol, se midi6 la altura de planta, el ancho foliar de las tres
hojas centrales y el nimero de hojas verdes de girasol sobre tres plantas vecinas en la linea
central de cada unidad experimental. El area foliar promedio fue estimada de acuerdo a
Aguirrezabal et al. (1996) utilizando tres hojas por planta. Al finalizar el ciclo del cultivo, los
capitulos de las tres plantas evaluadas previamente fueron cosechados manualmente y
secados en estufa a 60 °C hasta peso constante. Posteriormente se midié el diametro de
capitulo, el nimero de granos por capitulo, la biomasa de los granos y el rendimiento por
planta. El peso unitario de los granos se estimé al promediar la biomasa de cuatro réplicas
de 100 granos. El rendimiento fue obtenido al trillar manualmente, limpiar y pesar los granos
de cada planta. La biomasa de los granos y el rendimiento de girasol fueron estandarizados
a 11 % de humedad. Los datos de girasol de cada unidad experimental fueron promediados

para el analisis estadistico.
Caracteres del nabén

Se midi6 la altura de planta sobre cuatro plantas sucesivas de nabén en el centro de cada
unidad experimental en los experimentos de interferencia en colza, trigo y girasol. Las
plantas evaluadas fueron cosechadas manualmente, secadas en estufa a 60 °C hasta peso
constante y pesadas para determinar la biomasa seca aérea por planta. Las silicuas de
cada planta fueron separadas, contadas y trilladas manualmente o utilizando un mortero.
Las semillas fueron limpiadas y pesadas para obtener el rendimiento por planta. El peso
unitario de las semillas se estimé al promediar el peso de tres réplicas de 100 semillas por
planta. EI numero de semillas por planta se estimé al dividir el rendimiento por planta
dividido el peso de las semillas de cada planta. El nimero de semillas por silicua se estimo
al dividir el ndmero de semillas por planta dividido el numero de silicuas por planta. Los
datos de las plantas de nab6n de cada unidad experimental fueron promediados para el

analisis estadistico.
Anadlisis estadistico

Los datos de los cultivos fueron analizados utilizando modelos lineales generales (GLMs)
con PROC GLM en SAS, considerando la densidad de nabén y el afio (para los
experimentos de colza) o la estacién de crecimiento (para los experimentos de trigo) como
factores fijos para probar la significancia de los efectos principales y sus interacciones. En
cada cultivo, ANOVA y comparacion de medias mediante la prueba de LSD de Fisher fueron

utilizados para determinar diferencias entre los tratamientos (P < 0,05).
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Las relaciones entre el rendimiento de los cultivos y la densidad de nabdn fueron analizadas
para cada cultivo y afio o estacién de crecimiento con la funcién no-lineal hiperbdlica
rectangular propuesta por Cousens, (1985) utilizando PROC NLIN en SAS. Las relaciones

de pérdidas de rendimiento son descriptas por la Ecuacién 8:
YL = I1d/(1+ Id/A) [Ecuacion 8]

donde YL es el porcentaje de pérdida de rendimiento relativa al tratamiento libre de
malezas, | el porcentaje de pérdida de rendimiento del cultivo por unidad de maleza cuando
la densidad de maleza tiende a cero (baja densidad de maleza), d la densidad de maleza, y
A el porcentaje de pérdida de rendimiento del cultivo cuando la densidad de maleza tiende a
infinito (alta densidad de maleza). El parametro | se utiliza como indicador del potencial de

competitividad de la maleza (Cousens, 1985).

Para analizar las relaciones entre los caracteres de nabén (por ejemplo, biomasa seca,
namero de silicuas y produccion de semillas) y la densidad del mismo, se realizaron analisis
de regresion utilizando el software Prism (Graphpad Prism 7.0; GraphPad Software, San
Diego, California, USA). Las relaciones se establecieron a partir de los mejores ajustes de
los datos experimentales a funciones apropiadas (l6gicas), y en cada caso se muestran los
coeficientes de determinacion (R?). Se utiliz6 ANOVA para determinar diferencias entre
tratamientos en altura de planta, nUmero de semillas por silicua y biomasa de las semillas

de nabdn.

El modelo hiperbdlico de dos parametros [Ecuacion 9] fue utilizado para describir los
efectos denso-dependientes de nabdn sobre la biomasa seca, el nimero de silicuas y la

producciéon de semillas de nabén por metro cuadrado:
Y =ab/ (b + D) [Ecuacién 9]

donde Y es la biomasa seca, el nimero de silicuas y la produccion de semillas de nabon por
metro cuadrado, a la asintota o estimacion de maxima biomasa seca, nimero de silicuas y
produccion de semillas de nabon por metro cuadrado, b la estimacion de la densidad de
nabdn en que ocurre el 50 % de la maxima biomasa seca, numero de silicuas y produccion

de semillas y D la densidad de nabon.

El modelo de decaimiento exponencial [Ecuacion 10] fue utilizado para describir los efectos
denso-dependientes de nabdn sobre la biomasa seca, el nimero de silicuas y la produccion

de semillas de nabdn por planta:

Y =b+ (a—Db)® [Ecuacién 10]
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donde Y es la biomasa seca, el nimero de silicuas y la produccion de semillas de nabén por
planta, b es el valor de Y cuando la densidad de nabdn tiende a infinito, expresada en las

mismas unidades que Y, a el valor de Y cuando D tiende a cero, y D la densidad de nabon.
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RESULTADOS

Colza

En ambos afos, el rendimiento de colza fue sustancialmente reducido a medida que
incremento la densidad de nabdn (Fig. 5.1). El andlisis de los caracteres de colza revelo que
no existe interaccion significativa entre densidad de nabdn y afio en altura de planta,
namero de ramas, silicuas por inflorescencia y granos por silicua, por lo tanto, los datos de
las dos estaciones de crecimiento fueron agrupados (Tabla 5.1 y 5.2). Sin embargo, existio
interaccion significativa entre densidad de maleza y afio en la biomasa de los granos, por lo
tanto, estos datos fueron analizados en forma separada para cada afio (Tabla 5.1 y 5.2). La
interferencia de nabon mostré diferencias significativas en altura de planta, nUmero de
ramas, silicuas por inflorescencia principal y granos por silicua (Tabla 5.1). La altura de
planta se redujo a partir de 4 plantas de nabén m2, y los incrementos en la densidad de
maleza redujeron la altura de planta entre 6,0 y 15,6 %. La densidad umbral en la que se
produjo reduccién significativa del nimero de ramas fue 2 plantas de nabén m2, y los
incrementos en la densidad de naboén redujeron el nimero de ramas desde 7,0 a 35,7 %.
Sin embargo, el numero de silicuas por inflorescencia principal y el nimero de granos por
silicua fueron reducidos solamente a altas densidades de nabdén (16 plantas m?), y la
reduccion fue de 20,6 y 18,4 %, respectivamente (Tabla 5.1). La biomasa de los granos no
fue afectada por la interferencia de nabén en 2017, pero se encontraron reducciones
significativas (19,8 a 28,5 %) en la biomasa de los granos como resultado de la interferencia
de nabon a densidades = 8 plantas m? en 2018 (Tabla 5.1). Las funciones hiperbdlicas
rectangulares (R? = 0,95 y 0,93) mostraron que la presencia de nabén redujo el rendimiento
de colza por 16,8 — 15,7 % a baja densidad (parametro 1), y hasta 100 % a alta densidad
(parametro A) en 2017 (F = 622,87; P < 0,0001) y 2018 (F = 374,18; P < 0,0001) (Fig. 5.1).
Los rendimientos de colza en los tratamientos libres de maleza fueron 6.706 y 4.647 kg ha
en 2017 y 2018, respectivamente.

Trigo

En ambas estaciones de crecimiento, el rendimiento de trigo fue reducido sustancialmente a
medida que increment6 la densidad de nabén. Los andlisis de los caracteres de trigo
revelaron ausencia de interaccion significativa entre densidad de nabdn y estacién de
crecimiento en altura de planta, espigas m=, espiguillas por espiga, granos por espiguilla y
biomasa de los granos, por lo tanto, los datos de ambas estaciones de crecimiento fueron
agrupados (Tabla 5.3 y 5.4). La interferencia de nabon no afect6 la altura de las plantas de
trigo; sin embargo, las espigas m=2, las espiguillas por espiga, los granos por espiguilla y la

biomasa de los grano fueron significativamente reducidos por la interferencia de nabdén a
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partir de 4 plantas de maleza m?2, y los incrementos en la densidad de nabén redujeron
entre 26,5y 36,3 % las espigas m?, 3,7y 7,5 % las espiguillas por espiga, 9,6 y 20,1 % los
granos por espiguilla 'y 9,3 y 12,3 % la biomasa de los granos (Tabla 5.3). Las funciones
hiperbdlicas rectangulares (R? = 0.93 y 0.86) mostraron que la interferencia de nabén redujo
el rendimiento de trigo 46,3 y 14,5 % a baja densidades (parametro I), y 62,2y 74,4 % a
altas densidades de maleza (pardmetro A) para el trigo ciclo largo (F = 204,15; P < 0,0001)
y ciclo corto (F = 83,83; P < 0,0001), respectivamente (Fig. 5.1). Los rendimientos de trigo
en los tratamientos libres de maleza fueron 8.049 y 8.538 kg ha en trigo ciclo largo y ciclo

corto, respectivamente.
Girasol

El rendimiento de girasol fue reducido a medida que incrementé la densidad de nabén. La
interferencia de nabdn reveld efectos significativos sobre altura de planta, numero de hojas
verdes y diametro de capitulo. La altura de planta y el nimero de hojas verdes se redujeron
solo a alta densidad de nabén (16 plantas m?), y las reducciones fueron de 6,5y 11,0 %,
respectivamente. El didmetro de capitulo se redujo a partir de 8 plantas de nabén m2, e
incrementos en la densidad de nabdn redujeron el diametro de capitulo 7,2 % (Tabla 5.5 y
5.6). Sin embargo, la interferencia de hasta 16 plantas de nabén m?2 no afectd
significativamente el nUmero de granos por capitulo y la biomasa de los granos (Tabla 5.5 y
5.6). La funcién hiperbélica rectangular (R? = 0,57) mostré que la presencia de nabén redujo
(F = 48,36; P < 0,0001) el rendimiento de girasol 5,4 % a bajas densidades (parametro I) y
12,2 % a altas densidades (parametro A) de maleza (Fig. 5.1). El rendimiento de girasol en

el tratamiento libre de malezas fue 3728 kg ha™.
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Figura 5.1. Relaciones entre densidad de nabén (plantas m2) y pérdida de rendimiento (%)
de los cultivos de nabdén (2017 y 2018), trigo (ciclo corto y ciclo largo) y girasol descriptas
con un modelo no-lineal hiperbdlico rectangular. Las barras verticales indican media *
ES.

Figura 5.2. Vista del experimento de interferencia de Raphanus sativus (nabon) sobre el
cultivo de colza.
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Figura 5.3. Vista del experimento de interferencia de Raphanus sativus (nabo6n) sobre el

cultivo de trigo.

Bl !

Figura 5.4. Vista del experimento de interferencia de Raphanus sativus (nabén) sobre el

cultivo de girasol.
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Tabla 5.1. Rasgos de colza bajo la interferencia de cinco densidades de nabdn.

Altura de planta

Silicuas por

Biomasa de grano

Biomasa de grano

Malezas m2 NuUmero de ramas inflorescencia Granos por silicua
(cm) o (mg) - 2017 (mg) — 2018
principal
0 99,2+44a 5,86 +0,24 a 276+14ab 17,4+ 0,4 ab 3,27 £ 0,06 3,46 £ 0,08 a
2 97,6 £5,9 ab 530+0,18b 29,2+20a 178+0,4 a 3,27 £ 0,16 3,25+£0,13 a
4 91,8+ 3,9 bc 4,56 £ 0,30 c 26,6 £1,0ab 17,4+ 0,3 ab 3,20 £ 0,05 3,22+0,11a
8 92,4+5,0ab 4,66 £ 0,21 c 251+16b 16,1+0,4b 3,05+0,12 2,77+0,14 b
16 849+32c 3,77+0,21d 219+14c 142+0,5c 3,12+ 0,10 2,46 £ 0,02 c
ANOVA *k *k *k *k ns ok

Se presentan las medias + ES de dos afios, excepto para la variable “Biomasa de los granos” que mostré interaccion densidad por afo, por lo

tanto, se muestran las medias * ES para cada afio (2017 y 2018). Para cada rasgo, letras distintas indican diferencias significativas (*P < 0,05
LSD de Fisher’; **P < 0,01 LSD de Fisher).

Tabla 5.2. ANOVA para los efectos de cinco densidades de nabén sobre rasgos de crecimiento y reproductivos de colza creciendo en dos

anos.

; Silicuas por , _ :

Numero de _ _ Granos por Biomasa de los  Biomasa de Biomasa de
Altura de planta inflorescencia .
ramas o silicua granos grano - 2017  grano - 2018
principal

Efecto F P F P F P F P F P F P F P
Afio (A) 108,69 <,0001 14,43 0,0009 1884 0,0002 1,11 0,3021 7,84 0,0099 - - - -
Bloque (B) 2,28 0,0702 2,85 0,0308 325 00175 052 0,7853 3,66 0,0101 3,54 0,0482 3,78 0,0405
Densidad (D) 6,55 0,0010 18,93 <0001 6,57 0,0010 10,07 <,0001 16,18 <,0001 1,22 0,3522 22,61 <,0001
AxD 1,29 0,3029 0,20 09368 1,71 0,1802 0,15 0,9615 7,46 0,0005 - - - -
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Tabla 5.3. Rasgos de trigo bajo interferencia de tres densidades de nabon.

Biomasa de grano

Malezas m Altura de planta (cm) Espigas m= Espiguillas por espiga Granos por espiguilla (ma)
mg
95,7+1,2 716 £ 36 a 16,0+0,2 a 2,29 £ 0,06 a 43,7+13a
95,9+0,8 526 +40 b 154+0,1b 2,07+0,07b 39,6+£11b
12 96,6 + 0,8 456 £ 29 ¢c 148+0,2c 1,83+0,04c 38,3+1,7Db
ANOVA nS ** **% *%* *

Se presentan las medias + ES de dos estaciones de crecimiento. Para cada rasgo, letras distintas indican diferencias significativas (*P < 0,05
LSD de Fisher’; **P < 0,01 LSD de Fisher).

Tabla 5.4. ANOVA para los efectos de tres densidades de nabdn sobre altura y rasgos reproductivos de trigo creciendo en dos estaciones de
crecimiento.

Altura de planta Espigas m= ESp'gu'I.IaS por Gran_os.por Biomasa de grano
espiga espiguilla
Efectos F P F P F P F P F P
Estacion de crecimiento (E) 14,24 0,0027 54,92 <,0001 0,21 0,6545 48,74 <,0001 20,93 0,0006
Bloque (B) 0,55 0,76 0,72 0,64 2,05 0,14 2,69 0,07 1,21 0,36
Densidad (D) 0,34 0,7190 49,50 <,0001 11,78 0,0015 61,86 <,0001 5,25 0,0230
ExD 1,71 0,22 0,60 0,57 0,05 0,95 2,23 0,15 0,62 0,55
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Tabla 5.5. Rasgos de girasol bajo interferencia de cinco densidades de nabon.

Malezas Altura de planta  NUumero de hojas verdes por Area foliar Diametro de capitulo Granos por Biomasa de grano
m-2 (cm) planta (cm?) (cm) capitulo (mg)

0 156.3+x2.0a 16.4+0.7a 361.1+6.3 13.8+x04a 1238 + 19 47.3+2.2

1.6 151.8+ 2.7 ab 16.2+0.1ab 313.2+23.5 13.6+0.6 ab 1167 + 68 47.3+1.6

4 151.1+1.7ab 159+0.6 ab 286.6 + 5.6 13.0+ 0.4 ab 1113 + 39 473+ 15

8 150.5+1.8ab 152+0.1ab 314.2 + 31.5 128+05b 1099 + 108 47.4+£1.2

16 146.1+3.3b 146+060Db 2399+ 284 13.0+0.5ab 1094 + 86 457+ 0.8
ANOVA * * ns * ns ns

Se presentan las medias + ES. Para cada rasgo, letras distintas indican diferencias significativas (*P < 0,05 LSD de Fisher’; **P < 0,01 LSD de

Fisher).

Tabla 5.6. ANOVA para los efectos de cinco densidades de nabdn sobre los rasgos de crecimiento y reproductivos de girasol.

Ndmero de hojas ) _ Diametro de ) .
Altura de planta Area foliar ) Granos por capitulo Biomasa de grano
verdes capitulo
Efectos F F P F P F P F P F P
Bloque 3,07 5,44 0,0135 0,28 0,8373 28,88 <,0001 7,11 0,0053 2,45 0,1138
Densidad 3,33 4,24 0,0228 2,94 0,0661 4,96 0,0136 1,62 0,2321 0,30 0,8722
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Caracteres de nabodn

Los caracteres de nabon fueron més afectados en cultivos de colza y trigo respecto al
girasol. La altura de planta de nabdn no fue afectada por la densidad de maleza y este
rasgo fluctué entre 118.5 £ 7.9 cm y 149.0 + 3.3 cm en los experimentos de colza vy trigo.
Sin embargo, la altura de planta se redujo a 65.4 + 1.8 cm en el experimento de girasol. La
biomasa seca y el numero de silicuas y semillas por planta fueron dependientes de la
densidad como lo indica el modelo de regresion. La biomasa seca y el nimero de silicuas y
semillas por planta de nabdn fueron reducidos a medida que incremento la densidad de la
maleza, en todos los experimentos (Tabla 5.7 y Fig. 5.5A, 5.6A y 5.7A). La biomasa seca y
el nimero de silicuas y semillas de nabén por area también fueron dependiente de la
densidad como lo indicado el modelo hiperbdlico, pero a diferencia de los valores por planta,
ellos tendieron a incrementar con incrementos en la densidad de la maleza (Tabla 5.7 y Fig.
5.5B, 5.6B y 5.7B). La biomasa seca y el nUmero de silicuas y semillas de nabo6n en los
experimentos de colza y trigo fueron al menos cuatro veces mas altos que en el
experimento de girasol. Por otro lado, el nUmero de semillas por silicua y la biomasa de las
semillas de nabdn no fueron afectados por la densidad de la maleza en ningin experimento

(datos no mostrados).

El nimero de semillas producidas por unidad de area increment6 con los incrementos en la
densidad de nabdn en todos los experimentos. EI modelo hiperbélico mostro que el nabén
produjo aproximadamente 4300 a 6700 y 13.800 a 31.200 semillas m? a bajas (2 plantas m
2) y altas (>12 plantas m?2) densidades, respectivamente, en los experimentos de colza y
trigo. Sin embargo, la produccién de semillas fue solo de 1000 a 4700 semillas m= a baja y

alta densidad de nabdn en el experimento de girasol (Fig. 5.7).
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Figure 5.5. Relaciones entre la densidad de nab6n y biomasa seca por planta (A) y biomasa
seca por metro cuadrado (B) de nabdn en colza (2017 y 2018), trigo (ciclo corto y ciclo
largo) y girasol descriptas por los modelos de decaimiento exponencial e hiperbdlico,

respectivamente. Las barras verticales indican las medias + ES.
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Figura 5.6. Relaciones entre la densidad de nabon y el nimero de silicuas por planta (A) y
el nimero de silicuas por metro cuadrado (B) de nabon en colza (2017 y 2018), trigo (ciclo
corto y ciclo largo) y girasol descriptas por los modelos de decaimiento exponencial e

hiperbdlico, respectivamente. Las barras verticales indican las medias + ES.
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Figura 5.7. Relaciones entre densidad de nabon y el nUmero de semillas por planta (A) y el
namero de semillas por metro cuadrado (B) de nabon en colza (2017 y 2018), trigo (ciclo
corto y ciclo largo) y girasol descriptas por los modelos de decaimiento exponencial e

hiperbdlico, respectivamente. Las barras verticales indican las medias + ES.

130



Tabla 5.7. Pardmetros estimados para las funciones que describen el efecto de la densidad (D) de Raphanus sativus feral (nabén)
sobre la biomasa seca, el nimero de silicuas y la produccion de semillas por planta y por metro cuadrado

Y=b+(a-b)® Y = ab/(b + D)
a b c r? a b r?
Colza 2017 319,3 54,95 0,3322 0,60 1225 6,19 0,86
Colza 2018 Biomasa 176,2 62,99 0,2463 0,88 _ 2109 16,86 0,64
Trigo ciclo largo seca (g 160,7 49,37 0,1365 0,62 Blomasa 1510 9,25 0,78
seca (g m?)
Trigo ciclo corto planta?l) 138,9 54,45 0,1365 0,30 1803 13,45 0,94
Girasol 27,3 4,56 0,1466 0,59 142 4,46 0,79
Colza 2017 1878 232,6 0,4128 0,58 4093 3,25 0,82
Colza 2018 Ndamero de 1291 423,5 0,3611 0,91  Numero de 15758 22,10 0,72
Trigo ciclo largo silicuas por 979 2194 0,1365 0,44 silicuas 7016 6,15 0,86
Trigo ciclo corto planta 1024 232,7 0,1365 0,61 (n m?) 6618 6,04 0,78
Girasol 221 37,3 0,1564 0,50 1103 4,38 0,79
Colza 2017 4072 805 0,2160 0,55 19841 5,49 0,89
Colza 2018 Produccién 3357 1261 0,2537 0,81 Produccién 38056 14,81 0,70
Trigo ciclo largo de semillas 3448 763 0,1365 0,63  de semillas 23062 5,95 0,89
Trigo ciclo corto por planta 4852 1275 0,1365 0,37 (n m?) 38310 7,45 0,70
Girasol 870 149 0,1269 0,44 5338 5,33 0,79
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DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio revelaron que los cultivares de colza, trigo y girasol tendieron
a reducir sus rendimientos con incrementos en la densidad de nabdén; a pesar de ello, la
interferencia fue mayor en los cultivos de invierno (es decir, colza y trigo) que en el cultivo de
verano (es decir, girasol). (Fig. 5.1). La interferencia de nabén redujo principalmente el nimero
de inflorescencias por area (representado por espigas m? en trigo y el nimero de ramas por
planta x densidad de plantas en colza), excepto en girasol, seguido por la reduccion en el
tamafio de la inflorescencia y el nimero de granos por inflorescencia (representado por
espiguillas x espiga por granos por espiguilla en trigo, silicuas por inflorescencia x granos por
silicua en colza, y didmetro de capitulo y granos por capitulo en girasol), y finalmente la
biomasa de los granos (Tabla 5.1, 5.3 y 5.5). La biomasa seca aérea y el numero de silicuas y
semillas de nabon fueron afectados por la densidad de la maleza (Fig. 5.5, 5.6 y 5.7), y fueron
al menos cuatro veces mayor en los cultivos de invierno comparados con el cultivo de girasol.
Sin embargo, la altura de planta, las semillas por silicua y la biomasa de las semillas de nabon
no fueron afectadas por la densidad de la maleza.

La respuesta de los componentes del rendimiento de los cultivos a la interferencia de nabén
vari6 de acuerdo al cultivo y la densidad de la maleza (Tabla 5.1, 5.3 y 5.5). En colza, la
interferencia de las mayores densidades evaluadas de nabén redujo principalmente el nUmero
de ramas, seguido por el nimero de silicuas por inflorescencia y el nUmero de granos por
silicua (Tabla 5.1). Estos componentes del rendimiento mostraron mayor plasticidad durante la
interferencia en diversos estudios (Diepenbrock, 2000; Holman et al., 2004; Rondanini et al.,
2017). La biomasa de semilla de colza se redujo a densidades >8 plantas de nabén m2 en
2018, y no fue afectada en 2017. En trigo, la interferencia de nabdn redujo principalmente el
nimero de macollos m?, seguido por granos por espiga (es decir espiguillas por espiga y
granos por espiguilla) y la biomasa del grano (Tabla 5.3). En esta especie, el macollaje inicia
cuando las plantas tienen tres hojas, las espiguillas por espiga y los granos por espiguilla son
definidos en el estado de doble arruga y el cuaje de los granos, respectivamente, y la biomasa
de los granos durante el llenado de granos en etapas avanzadas del cultivo (Zadoks et al.,
1974; Satorre et al., 2003). Por lo tanto, la interferencia de nabon afect6 tanto los componentes
de rendimiento definidos temprano, como los tardios. Resultados similares fueron encontrados
en trigo y colza por la interferencia de otras especies de malezas (Holman et al., 2004; Guillen-
Portal et al., 2006). En cambio, en girasol, la interferencia de hasta 16 plantas de nab6n m2

redujo el nimero de hojas verdes y el tamafio de las inflorescencias, y aunque no mostro
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reducciones significativas en el nimero y peso de semillas, la combinacion de estos efectos se

trasladé en pérdidas significativas en el rendimiento (Fig. 5.5).

En consecuencia, la interferencia de nabon redujo el rendimiento de los tres cultivos evaluados.
El modelo hiperbdlico rectangular estimé pérdidas de rendimiento que fluctuaron de 15 a 17 %
y 14 a 46 % a baja 'y 100 % y entre 62 a 74 % a altas densidades de maleza en colza y trigo,
respectivamente. En trigo, a bajas densidades, la interferencia de nabén fue mayor sobre el
trigo ciclo largo que sobre el trigo ciclo corto, y ello no fue debido a diferencias en el crecimiento
de nabodn (la biomasa seca aérea total de nabon entre experimentos no fue diferente) (Fig. 5.5).
Este efecto fue posiblemente debido a la menor tasa de crecimiento del trigo durante el invierno
y/o al efecto de diferentes variedades de trigo. La interferencia de bajas (4 plantas m?) y altas
(>60 plantas m) densidades del pariente silvestre R. raphanistrum redujeron el rendimiento de
colza en 9 y 90 %, respectivamente (Blackshaw et al., 2002), y el rendimiento del trigo
(estimado mediando el modelo hiperbélico rectangular) entre 09 y 1 % y 43 y 47 %,
respectivamente (Eslami et al., 2006). La interferencia de nabén sobre el rendimiento de colza y
trigo observada en el presente estudio podria ser superior a las encontradas para la

interferencia de pariente silvestre R. raphanistrum.

Por otro lado, el modelo hiperbdlico rectangular estimé pérdidas en el rendimiento en girasol
gue oscilaron entre 5y 12 % a bajas y altas densidades de nabdn. Estos resultados fueron
similares a los encontrados para la interferencia de nabén sobre el cultivo de soja (Bianchi et
al., 2011); sin embargo, fueron diferentes a los encontrados por Pandolfo (2016), que mostré
pérdidas de rendimiento de girasol que fluctuaron entre 9y 79 % a bajas y altas (>30 plantas m"
2) densidades de nabdén en condiciones de campo a nivel comercial. Es posible que las
diferencias con nuestro estudio estén asociadas al momento de emergencia de la maleza
respecto al cultivo. La emergencia de nabdn en el campo a nivel comercial podria haber sido
previa a la emergencia de girasol, y ha sido demostrado que las malezas que emergen previo
al cultivo son por lejos las mas competitivas y resultan las mayores pérdidas de rendimiento
(Swanton et al., 2015).

La mayor interferencia provocada por la presencia de nabdn sobre los cultivos invernales (es
decir, colza y trigo) respecto al girasol podrian haber ocurrido debido a que el nabdn es una
maleza invernal (Snow and Campbell, 2005), y mostr6 mayor tamafio de planta en invierno que
en verano (Fig. 5.1 y 5.7; Capitulo 2). La plantas de nabdn criadas en interferencia con girasol
mostraron aproximadamente 6 veces menos biomasa seca que las criadas en colza y trigo (Fig.

5.5A). Una explicacion alternativa podria ser que la rapida elongaciéon del tallo y expansion
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foliar caracteristicas de las plantas de girasol (Presotto et al., 2017) podrian haber sombreado a
las plantas de nabdn y reducido su crecimiento. Ademas, las raices de las plantas de girasol
podrian haber explorado mayor profundidad de suelo que las raices de trigo y colza, sugiriendo
diferentes patrones de utilizacién de recursos, y en consecuencia una ventaja respecto a los
cultivos invernales (Jaafar et al., 1993; Nielsen 1997). Sin embargo, para aseverar nuestras
inferencias es necesario establecer una sincronia en el uso de los recursos a lo largo del ciclo

de los cultivos.

La produccién de semillas en las poblaciones de malezas resistentes a herbicidas es una
preocupacion entre los agricultores y técnicos alrededor del mundo (Norsworthy et al., 2012).
Resultados de este estudio mostraron alta produccién de semillas en nab6n que fluctu6 entre
4.300 y 31.200 semillas m? en los cultivos de invierno y entre 1.000 y 4.100 semillas m? en
girasol. Eslami et al. (2006) informé que la produccién de semillas en R. raphanistrum fue de
aproximadamente 10.000 semillas m?2 a >20 plantas m? que crecieron en interferencia con
trigo, y Blackshaw et al. (2002) inform6 que la produccion de semillas en R. raphanistrum
fluctué aproximadamente entre 5.000 y 25.000 semillas m2 a 4 y >30 plantas m? (Blackshaw et
al., 2002). Las semillas de nabd6n no tienen dormicion primaria, pero los requerimientos de luz y
la presencia del pericarpio indehiscente tienen el potencial de prevenir, retrasar y dispersar la
germinacion de una cohorte por un periodo de tiempo extendido (Capitulo 1y 3) y por lo tanto
dificultar el control de nabdn debido a la falta de sincronizacién en la germinacion (Chauhan et
al., 2006a). Esto dificulta el manejo del banco de semillas y hace a la erradicacién de las

poblaciones de nabdén resistente a herbicidas AHAS realmente muy dificil de lograr.

Los resultados de este Capitulo proveen nueva informacion sobre el efecto de la interferencia
de nabdn sobre los cultivos de invierno y de verano. La interferencia de nabo6n durante toda la
estacién de crecimiento de los cultivos puede resultar en grandes pérdidas de rendimiento,
indicando que puede ser perjudicial para los rendimientos de los cultivos cuando emerge antes
0 al mismo tiempo que el cultivo, y consecuentemente causa graves pérdidas econdmicas en
colza, trigo y girasol. Minimizar las pérdidas de los rendimientos causadas por la interferencia
de nabdn y evitar o reducir la produccién de semillas de malezas resistentes para prevenir la
reposicion del banco y la re-infestaciobn posterior en los afios subsiguientes, requiere el
desarrollo e implementacion de programas de manejo de malezas a largo plazo, diversos y
efectivos, que deben considerar el uso de todos los recursos culturales, mecanicos y opciones
guimicas disponibles para el control efectivo de las malezas en cada situacion en particular

(Norsworthy et al., 2012; Korres et al., 2019; Scursoni et al., 2019). Sin embargo, el nabén es
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una especie que produce abundantes silicuas/semillas con prolongado e irregular patron de
emergencia, y la emergencia de las plantulas puede ocurrir a través de toda la estacion de
crecimiento de los cultivos (Capitulo 1 y 3). Futuras investigaciones deberian ser llevadas a
cabo para determinar la interferencia y produccién de semillas de nabdn emergiendo en

diferentes momentos luego de la siembra de los cultivos.

Nuestros resultados revelaron pérdidas de rendimiento en los cultivos de colza, trigo y girasol
debido a la interferencia de nabon. La interferencia redujo principalmente el numero de
inflorescencias por area (excepto en girasol), seguido por la reduccion en el tamafio de la
inflorescencia y el nimero de granos por inflorescencia, y finalmente la biomasa de los granos;

y fue mayor en los cultivos de invierno (colza y trigo) que en el de verano (girasol).
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CONSIDERACIONES FINALES

La presente tesis se enfocd en abordar distintos aspectos relacionados con los mecanismos de
control de la germinacion en la maleza Raphanus sativus, asi como los posibles efectos
pleitrépicos de la mutacion de resistencia a herbicidas AHAS Trp-574-Leu que podrian afectar
la evolucion de las poblaciones resistentes y el efecto de la interferencia de las plantas de
nabon resistentes sobre los componentes del rendimiento y el rendimiento de los cultivos de

trigo, colza y girasol.

Nuestros resultados revelaron que las semillas aisladas recién cosechadas de nabén no tienen
dormicion primaria, pero que la germinacion fue parcialmente inhibida por la exposicion a la luz
y/o la presencia del pericarpio, especialmente a bajas temperaturas. El pericarpio impuso
dormicion fisiol6gica por restriccion mecanica del endocarpio a la expansion del embrién y/o a
la completa absorciéon de agua por las semillas dentro de las silicuas, que es consistente con el
tipo de dormicién encontrado en otras especies de Brassicaceae con frutos indehiscentes. Sin
embargo, el almacenamiento en seco hasta 30 meses pos-cosecha y el almacenamiento en
condiciones invernales fueron totalmente ineficientes para romper la dormicion impuesta por el

pericarpio, sugiriendo la aceptacién parcial de la primera hipétesis (Pagina 25).

Los requerimientos de oscuridad encontrados en este estudio podrian provocar que las
semillas y silicuas de nabdn permanezcan en la superficie del suelo sin germinar, formando un
banco de semillas superficial, hasta ser enterradas por las labores de labranza y/o siembra. Ello
junto con la restriccibn mecanica del pericarpio tendrian el potencial de distribuir o escalonar la
germinacion de una cohorte durante un periodo de tiempo prolongado, y/o de retrasar la
emergencia de las plantulas hasta la siguiente o subsiguiente estacion de crecimiento después
de la maduracién de las semillas, resultando en la formacién de un banco de semillas
persistente en el suelo. Esto podria, ademas de dificultar el control de las poblaciones de nab6n
en las areas cultivadas, actuar como refugio al provocar retraso tanto en la evolucion de la

resistencia a herbicidas como en la reduccion de las poblaciones resistentes.

Los resultados presentados revelaron diferencias significativas en la germinacion y emergencia
entre los individuos resistentes y susceptibles de nabén provenientes de la misma poblacion, y
su vez, estos efectos parecen ser modificados por el ambiente, sugiriendo el rechazo de la
tercera hipotesis (Pagina 25). El biotipo resistente mostré mayor germinacion en semillas y
silicuas expuestas a la luz a temperaturas medias y altas, y mayor germinacién en las semillas
colocadas sobre la superficie del suelo respecto al biotipo susceptible. Esto podria resultar en

mayor germinacion y emergencia en el biotipo resistente respecto al susceptible en sistemas
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agricolas que “podrian asemejarse” a labranza cero, ampliamente utilizados en nuestro pais, en
aquellas condiciones en que las semillas quedan expuestas sobre la superficie. Si ello fuera
asi, podria facilitar la evoluciéon de la resistencia a herbicidas en estos ambientes. Sin embargo,
el efecto encontrado podria estar influenciado por el ambiente de seleccion. El biotipo
susceptible fue seleccionado en un ambiente ruderal y el resistente en un ambiente agrestal.
En consecuencia, los resultados encontrados en este estudio podrian haber surgido a partir de
la seleccion provocada por las practicas agricolas (por ejemplo, competencia con cultivos,
aplicaciones de herbicidas, fertilizacion, labores de siembra y cosecha) independientemente de
la evolucion de la resistencia a herbicidas.

Por otro lado, no se encontraron diferencias entre biotipos en la germinacion en condiciones de
oscuridad, ni en la emergencia a partir de semillas y silicuas enterradas. Esto podria sugerir
gue las labores de labranza y siembra, que podrian promover la emergencia al cumplir los
requerimientos de oscuridad y la ruptura de pericarpio, no tendrian un impacto considerable en
la emergencia entre individuos susceptibles y resistentes dentro de una poblacion, y

consecuentemente no afectaria la evolucién de la frecuencia de los alelos resistentes.

En condiciones de secano, el biotipo resistente retrasé y redujo la emergencia final de
plantulas, mientras que no se encontraron diferencias entre biotipos en la emergencia en
ambientes con alta disponibilidad hidrica. Estos resultados y los obtenidos para la primera
hipotesis podrian ser incorporados en modelos que simulen la emergencia de plantulas y la
evolucion de la resistencia a herbicidas para disefiar estrategias de manejo para prevenir o
retrasar la dispersion de los alelos resistentes y reducir el aporte al banco de semillas. Ademas,
futuros experimentos deberian estar enfocados en la evaluacién del comportamiento de las

silicuas en la superficie del suelo (labranza cero) y el posible rol de la dormicién secundaria.

Ademads, suficiente evidencia fue encontrada para refutar la segunda hipotesis (Pagina 25) ante
resultados que revelaron que la mutacion Trp-574-Leu impone efectos pleiotropicos negativos
sobre la actividad de la enzima AHAS y los caracteres reproductivos de nabdn en ambientes
con y sin interferencia con cultivos. Estos costos biol6gicos podrian reducir la frecuencia de los
alelos resistentes y la velocidad de propagacion de las poblaciones resistentes en ambientes

sin seleccion por herbicidas AHAS.

Finalmente, nuestros resultados revelaron pérdidas de rendimiento en los cultivos de colza,
trigo y girasol debido a la interferencia de nabon. La interferencia de nabon redujo el nimero de

inflorescencias por area (representado por espigas m= en trigo y el nimero de ramas por planta
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x densidad de plantas en colza), excepto en girasol, el tamafio de la inflorescencia y el nimero
de granos por inflorescencia (representado por espiguillas por espiga x granos por espiguilla en
trigo, silicuas por inflorescencia x granos por silicua en colza, y didmetro de capitulo y granos
por capitulo en girasol) y finalmente la biomasa de grano. La interferencia fue mayor en los
cultivos de invierno (colza y trigo) que en el de verano (girasol). Minimizar las pérdidas de los
rendimientos causadas por la interferencia de nabdn y evitar o reducir la produccion de semillas
de malezas resistentes requiere el desarrollo e implementacién de programas de manejo de
malezas a largo plazo, considerando el uso de todos los recursos culturales, mecénicos y
guimicos disponibles para el control efectivo de las malezas en cada situacion en particular.
Futuras investigaciones deberian analizar la intensidad de la competencia por recursos durante
todo el ciclo de los cultivos y la maleza, y abordar la interferencia y produccién de semillas de
nabon emergiendo en diferentes momentos luego de la siembra de los cultivos.
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Figura Al. Germinacién acumulada (media £ 1 ES) de semillas dentro de silicuas intactas y
semillas aisladas de Raphanus sativus (nabdn). Las semillas dentro de las silicuas se
incubaron solo en oscuridad constante y las semillas aisladas en condiciones de luz/oscuridad
(12/12 h) y en oscuridad constante a dos regimenes temperaturas alternas.

Figura A2. Vista de la emergencia de Raphanus sativus (nabon) sobre las lineas de siembra
de un cultivo de maiz.
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Figura A3. Vista de la emergencia de Raphanus sativus (nabon) sobre una linea de siembra

con un tubo tapado, en un cultivo de maiz.

158



Figura A4. Vista del experimento de caracteres reproductivos de seis poblaciones de
Raphanus sativus (nabdén) divididas en dos biotipos, susceptible y resistente a herbicidas AHAS

con la mutacion Trp-574-Leu, criados sin interferencia interespecifica.

Figura A5. Vista exterior de las carpas utilizadas para prevenir la contaminacién por polen
durante la produccion de nuevas generaciones de Raphanus sativus (nabaén).
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Figura A6. Vista interior de una carpa utilizadas para la produccién de nuevas generaciones de
Raphanus sativus (nabdén). La estructura marrén corresponde a un nucleo de abejas (Apis

mellifera) utilizadas para optimizar la polinizacion.

Figura A7. Vista del experimento de interferencia de Raphanus sativus (nabén) sobre el hibrido
de colza Hyola 575 CL.
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Figura A8. Vista del experimento de interferencia de Raphanus sativus (nabén) sobre el hibrido
de girasol SYN 3970 CL.
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