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RESUMEN

El género Helianthus incluye especies silvestres y cultivadas de importancia bioldgica,
genética y econdmica. Entre ellas, H. annuus y H. petiolaris se encuentran naturalizadas en
la regién Central Argentina. Ambas especies pueden comportarse como maleza, invadir
lotes de produccion de granos, limitar la produccidon de semilla pura y, debido a la
posibilidad de transferencia de genes del cultivo, constituyen una amenaza para la

durabilidad de la tecnologia de tolerancia genética a herbicidas.

El objetivo de la presente tesis fue registrar la distribucidon geografica de malezas agrestales
de H. annuus y H. petiolaris en la regidon Central Argentina, caracterizarlas fenotipicamente,
determinar su viabilidad en el banco de semillas del suelo y sensibilidad a herbicidas.
Asimismo, estudiar un proceso invasivo de un biotipo agrestal de H. annuus, determinar su
posible origen y la interferencia ejercida sobre el cultivo de girasol. Finalmente, generar
estrategias para prevenir la formacion de poblaciones resistente a Imidazolinonas vy

desarrollar informacidn técnica para el manejo de la tecnologia.

En cinco provincias de la regién Central Argentina se observaron mas de un centenar de
casos de malezas de las especies H. annuus y H. petiolaris. Su presencia estuvo altamente
asociada al cultivo de girasol. La provincia mas afectada fue La Pampa, principalmente con
poblaciones agrestales de H. petiolaris. Mas del 25 % de los casos se adjudicaron a plantas

fuera de tipo, originadas a partir de semillas contaminadas genéticamente.

El estudio fenotipico no diferencid de forma consistente a plantas agrestales y ruderales
para ambas especies. Las plantas agrestales de H. annuus adelantaron una semana el
estadio R1 y todas sus inflorescencias finalizaron la floracion mas de un mes antes que las
ruderales. Mas del 20 % de la semilla podria permanecer viable durante 42 meses en el

suelo.

Se observd un biotipo agrestal de H. annuus en la localidad de Tres Arroyos, en una regién
sin antecedentes de poblaciones ruderales. El biotipo agrestal fue fenotipicamente

intermedio entre el ruderal y el girasol, por lo cual no se pudo descartar el origen exoferal.
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El area invadida en el establecimiento del productor, aumenté de 8 a 45 ha en cuatro afios
y alcanzé la densidad de 11 malezas m™. La maleza no modificé la fenologia, la altura, ni el
contenido de aceite del girasol, sin embargo los componentes de rendimiento fueron
severamente afectados, observandose una disminucién del 80 % del rendimiento con 10,7

malezas m™.

Para prevenir la formacion de poblaciones agrestales de H. annuus resistente a
Imidazolinonas deberia realizarse un manejo estratégico con herbicidas inhibidores de
AHAS vy glifosato, con los cuales se podria limitar el tamafio poblacional. Luego del cultivo
de girasol tolerante a Imidazolinonas, el control de malezas deberia ser realizado al menos
durante cuatro ciclos sucesivos con herbicidas pertenecientes a otra familia quimica. De
esa manera la probabilidad estimada de nacimiento de una planta introgresada por el

cultivo fue menor al 5 %.

Vil



ABSTRACT

The Helianthus genera include wild and crop species, with biological, genetic and economic
importance. H. annuus and H. petiolaris are naturalized and widespread in Central
Argentina. Both species behave as weed, may invade crop fields, put at risk the pure seed
production and threat the durability of the genetic herbicide tolerance technology, due to

the possibility of crop genes transferring.

The aim of this thesis was to record the geographical distribution of agrestal H. annuus and
H. petiolaris populations in the Central region of Argentina, characterize them
phenotypically, determine their viability in the soil seed bank and their herbicide
susceptibility. Also, studying an invasive process of an agrestal H. annuus biotype,
determine its origin and the interference on sunflower. Finaly, generate strategies to
prevent the emergence of Imidazolinone resistant populations and develop technical

information for the management of the technology.

Annual weeds of the Helianthus genus were found in more than a hundred fields,
distributed in five Argentine provinces. The presence of agrestal plants was highly
associated with the cultivation of sunflower. La Pampa was the most frequently invaded
province, where H. petiolaris populations were mainly found. More than 25 % of the cases

were allocated to “off-types” plants, originated in genetic seed contaminants.

The phenotypic study did not consistently differentiate between agrestal and ruderal
plants of both species. The agrestal H. annuus plants reached the R1 stage one week and
their inflorescences finished the flowering more than a month before the ruderal plants.

Up to more than 20 % of the buried seed may remain viable for 42 months.

One agrestal biotype of H. annuus was found in Tres Arroyos, in a region with no history of
ruderal populations. The agrestal biotype showed intermediate phenotype between
ruderal and sunflower, therefore an exoferal origin could not be ruled out. In the crop field,
the invaded area increased from 8 to 45 ha in four years and reached the density of 11
weeds m? in densest patches. Weed competition did not alter the phenology, height and
the oil content of sunflower, however the yield components were severely affected,

showing a yield decrease of 80 % with 10.7 weeds m™.



To prevent the emergence of Imidazolinene tolerant agrestal Helianthus populations, it
should be done a strategic management of AHAS inhibiting herbicides and glyphosate,
which could decreased population size. If Imidazolinone tolerant sunflower was cultivated,
due to possible exchange of genes with biotype agrestal, the control should be conducted
at least during four successive cycles. Thereby estimated probability of emergence of an

introgressed plant was less than 5 %.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL






Las malezas son plantas perjudiciales o indeseables en determinado lugar y en cierto
tiempo. Las malezas compiten con los cultivos por agua, nutrientes, luz, espacio y
generalmente causan pérdidas econdmicas (Harlan y de Wet, 1965; van Heemst, 1985).
Estas plantas indeseables son capaces de afectar la cantidad y calidad de los granos
producidos por los cultivos, asi como también interferir con la operacién de cosecha. Los
rasgos distintivos mas destacados de las malezas incluyen germinacion escalonada, rdpido

crecimiento inicial y alto grado de dispersidon de diseminulos (De Wet y Harlan, 1975).

El disturbio, natural o antrdpico, que interrumpe la sucesién ecoldgica, es considerado un
factor desencadenante de las invasiones vegetales (Baker, 1965; Hobbs, 2000). Las
malezas, que se desarrollan en los agroecosistemas, han sido seleccionadas en forma
indirecta e inadvertida por las labores agricolas. Las practicas de labranza, fertilizacién y la
aplicacion de herbicidas, son agentes primarios de disturbio en los agroecosistemas

(Dekker, 2005).

Las malezas pueden clasificarse por el ambiente que habitan. Las malezas agrestales son
aquellas que aparecen dentro de los cultivos, mientras que las ruderales habitan lugares no
cultivados, tal como bordes de caminos o canales (Warwick y Stewart, 2005). Plantas o

poblaciones que ocupan habitats no disturbados son consideradas silvestres.

El proceso de domesticacion de las plantas esta asociado a la pérdida de la capacidad de
reproducirse en forma autonoma, con independencia de la actividad humana (Harlan,
1992). Si bien la mayor parte de las especies cultivadas han emergido a partir de la
domesticacion de formas silvestres, algunas de ellas, como la avena (Avena sativa L.) y el
centeno (Hordeum vulgare L.), evolucionaron a partir de especies previamente

consideradas malezas (Vavilov, 1951; Harlan, 1992; Heiser, 1978; Hancock, 2012).

A partir del desarrollo de la biotecnologia vegetal, la bibliografia especializada refleja una
creciente preocupacion por el proceso evolutivo inverso a la domesticacion, que puede
ocurrir en forma natural. Este proceso, denominado dedomesticacion, implica que a partir
de plantas domesticadas, que no pueden vivir sin la ayuda antrdpica, se desarrollan plantas
capaces de formar poblaciones que persisten varios ciclos. Aquellas plantas resultantes de

un proceso de dedomesticacién son denominadas ferales (Gressel, 2005).



Las malezas emparentadas con los cultivos conforman un grupo muy complejo y peculiar.
Se consideran que estas plantas podrian evolucionar a partir de la hibridacién cultivo-
silvestre o cultivo-maleza (Arnold, 2004). Este proceso es reconocido como una importante
fuente de variabilidad para generar nuevas malezas nocivas (Campbell et al., 2006). La
hibridacidn entre los cultivos y sus parientes de la flora natural ha sido observada en arroz,
girasol, remolacha azucarera, colza, cebada y trigo (Ellstrand et al., 1999). Se considera que
la cruza interespecifica entre sorgo cultivado, Sorghum bicolor y la especie silvestre S.
propinquum habria originado al Sorgo de Alepo, S. halepense, una de las malezas
exoferales mas nocivas del mundo. La hibridacion de rabano cultivado (Raphanus sativus) y
rabano salvaje (R. raphanistrum), dio lugar a un biotipo de la primera especie considerado

una malezas problematica en EE.UU, el nabdn feral.

El arroz (Oryza sativa L.) integra un grupo taxondmico que incluye al cultivo y al arroz rojo,
un biotipo de la misma especie que es una compleja maleza (Diarra et al., 1985). Por ser la
misma especie que el cultivo, el arroz rojo es la maleza mas perjudicial de los arrozales,
pues disminuye el rendimiento, aun a baja densidad. También afecta la calidad del
producto, debido a que sus frutos poseen pericarpio rojo que es castigado en la

comercializacion del grano.

Desde el 2004, el cultivo de arroz cuenta con variedades con resistencia genética a
herbicidas, como la variedad Puita INTA CL desarrollada por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Concepcidn del Uruguay (Proarroz, 2004). Aunque es
una especie autégama, existe riesgo de transferencia de la tolerancia a herbicidas desde el
cultivo a la maleza por flujo génico (Gealy et al., 2003; Estorninos et al., 2005). Ello podria
derivar en la adquisicion de resistencia genética a herbicidas por parte del biotipo maleza y
aumentar las dificultades de control. Se considera que esta maleza deriva de un proceso
exoferal iniciado a partir de la hibridacién entre el arroz y su antecesor, O. rufipogon Griff.,

gue se encuentra presente en Argentina (Instituto de Botanica Darwinion, 2013).

Otro caso de competencia intraespecifica es el del trigo tibetano (Triticum aestivum ssp.
Tibetanum Shao), clasificado como una subespecie del trigo pan (Triticum aestivum L.)
(Shao et al., 1980; Sun et al., 1998). Los granos de la maleza son predominantemente rojos,

pero no se mezclan con los del cultivo pues caen antes de la cosecha. Ello es debido a la



dehiscencia de la espiga, que presenta raquis que se desarticula a la madurez. Ambos taxas
pueden hibridar facilmente y originar individuos fértiles, incluyendo algunos con las

caracteristicas indeseables de la maleza (Chen et al., 1998).

Dentro de la familia de las Asteraceas, el género Helianthus, es considerado uno de los de
mayor biodiversidad e importancia econdmica (Heiser, 1978). El género, nativo de América
del Norte, incluye 14 especies anuales y 37 perennes (Rieseberg et al., 1996; Schilling,
2006). Entre ellas, cuatro especies son reconocidas como malezas de Norteamérica (Tabla
1.1) y se encuentran incluidas dentro de los cédigos de clasificacién de la Organizacion
Europea y Mediterranea de Proteccidén Fitosanitaria (EPPO) en la lista de malezas de la
Sociedad de Malezas de EE.UU (WSSA, 2014). El “common sunflower”, H. annuus L.,
considerado el ancestro del girasol, es la maleza mas frecuente del grupo, que esta

descripta en mds de 50 estados de EE.UU. y diez de Canada.

Exceptuando La Antartida, varias especies del género Helianthus crecen en forma
espontanea en todos los continentes. La especie perenne H. tuberosus L. es una invasora
de margenes de cursos de agua en Francia y Alemania (Faure et al., 2002; Kowarik, 2005).
Las especies anuales H. argophyllus L. y H. debilis Nutt. estan naturalizadas en Mozambique
(Vischi et al., 2004). H. petiolaris ha sido registrada Unicamente en Argentina (Cantamutto y

Poverene, 2010).



Tabla 1.1: Especies del género Helianthus reconocidas como maleza (agrestales) por la legislacion vigente en EE.UU. y Canada (USDA, 2014).

Nombre cientifico Nombre comun Cadigo Ciclo Estados afectados
EPPO
EE.UU. Canada

H. annuus L. Girasol HELAN Anual AK; AL; AR; AZ; CA; CO; CT; DC; DE; FL; GA; HI; IA; ID; IL; IN; KS; KY; AB; BC; MB; NB;
Girasol silvestre LA; MA; MD; ME; MI; MN; MO; MS; MT; NC; ND; NE; NH; NJ; NM; NS; NT; ON; PE;
Common sunflower NV; NY; OH; OK; OR; PA; RI; SC; SD; TN; TX; UT; VA, VT, WA; WI; QC; SK

wv; wy

H. petiolaris Nutt. Girasolillo HELPE Anual AR; AZ; CA; CO; CT; IA; ID; IL; IN; KS; LA, MA; ME; MI; MN; MO; AB; MB; ON; SK
Girasol silvestre MT; NC; ND; NE; NJ; NM; NV; NY; OH; OK; OR; PA; RI; SC; SD; TN,
Prairie sunflower TX; UT; VA; VT; WA; WI; WV; WY

H. ciliaris DC. Yerba parda HELCI Perenne AZ CA; CO; IL; KS; NE; NM; NV; OK; TX; UT; WA -
Texas blueweed
Blueweed

H. tuberosus L Topinambur HELTU Perenne AL; AR; CA; CO; CT; DC; DE; FL; GA; IA; ID; IL; IN; KS; KY; LA; MA; MB; NB; NS; ON;
Pataca MD; ME; MI; MN; MO; MS; MT; NC; ND; NE; NH; NJ; NY; OH; OK; PE; QC; SK

Jerusalem artichoke

OR; PA; RI; SD; TN; TX; UT: VA; VT: WA; WI; WV: WY

EE.UU.= AK= Alaska; AL= Alabama; AR= Arkansas; AZ= Arizona; CA= California; CO= Colorado; CT= Connecticut; DC= District of Columbia; DE= Delaware; FL= Florida; GA= Georgia; HI= Hawaii; IA= lowa; ID= Idaho; IL=

Illinois; IN= Indiana; KS= Kansas; KY= Kentucky; LA= Louisiana; MA= Massachusetts; MD= Maryland; ME= Maine; MI= Michigan; MN= Minnesota; MO= Missouri; MS= Mississippi; MT= Montana; NC= North Carolina;

ND= North Dakota; NE= Nebraska; NH= Ney Hampshire; NJ= New Jersey; NM= New Mexico; NV= Nevada; NY= New York; OH= Ohio; OK= Oklahoma; OR= Oregon; PA= Pennsylvania; RI= Rhode Island; SC= South

Carolina; SD= South Dakota; TN= Tennessee; TX= Texas; UT= Utah; VA= Virginia; VT= Vermont; WA= Washington; WI= Wisconsin; WV= West Virginia; WY= Wyoming.

Canada= AB= Alberta; BC= British Columbia; MB= Manitoba; NB= New Brunswick; NS= Nova Scotia; NT= Northwest Territories; ON= Ontario; PE= Prince Edward Island; QC= Quebec; SK= Saskatchewan.



Debido a la capacidad invasora, asociada a una alta variabilidad fenotipica, H. annuus ha
sido utilizada como especie modelo en estudios de dindmica poblacional y competencia
interespecifica (Wang et al., 2004; Kane y Rieseberg, 2008; Buhler y Parochetti, 2011). Las
poblaciones agrestales de H. annuus de Espafia y Francia constituyen un serio problema
para los cultivos de girasol y ocasionalmente sorgo (Muller et al.,, 2009). En Italia, las
poblaciones agrestales afectan cultivos de girasol, maiz, tabaco y alfalfa, mientras que las
ruderales crecen de manera espontdnea a lo largo de rutas, al costado en zanjas y caminos

(Vischi et al., 2006).

Se estima que las poblaciones invasoras de H. annuus en Europa se formaron a partir de
contaminantes genéticos de la semilla introducidos junto a los primeros cultivares hibridos
importados desde Texas, EE.UU. (Bervillé et al., 2005; Muller et al., 2010). En la Republica
Checa, las poblaciones generalmente desarrollan en forma ruderal, pero recientemente
también se las ha observado dentro de cultivos de girasol (Holec et al., 2005). En Serbia, las
poblaciones ruderales de H. annuus persisten sub-espontdneamente a lo largo de caminos
y en areas no cultivadas en la vecindad de cultivos de maiz, soja, cafia de azucar, girasol, y
en los lotes de produccién de semilla hibrida de girasol (Stankovi¢-Kalezi¢ et al., 2008).
También en Australia existen poblaciones naturales de H. annuus, caracterizadas por una
gran variabilidad fenotipica y fuertes evidencias de introgresion de girasol (Dry y Burdon,

1986; Seiler, 2007).

El complejo taxondmico de H. annuus muestra una amplia variabilidad fenotipica que se
expresa en las poblaciones naturales de América del Norte. Heiser et al. (1969) clasifica a
las formas cultivadas en dos principales grupos: 1- H. annuus ssp. annuus L., cultivado como
especie ornamental y 2- H. annuus ssp. macrocarpus L. que comprende al cultivo
mundialmente conocido como girasol. Heiser (1954 y 1978) subdivide a las poblaciones
espontdneas que crecen en forma natural en cuatro subespecies: 1- H. annuus ssp. annuus
(maleza, agrestal); 2- H. annuus ssp. jaegeri (silvestre, ruderal); 3- H. annuus ssp. texanus
(caracteristicas distintivas obtenidas a partir de introgresion de H. debilis ssp.
cucumerifolius) y 4- H. annuus ssp. lenticularis (silvestre/maleza). Se considera que algunos
biotipos maleza de H. annuus podrian haber evolucionado a partir de la cruza entre

poblaciones silvestres y el girasol (Kane y Rieseberg, 2008).



Las poblaciones naturales de H. annuus distribuidas en América del Norte constituyen un
valioso recurso genético para el mejoramiento del girasol. Estas poblaciones poseen
variabilidad de rasgos de interés agricola, tal como la tolerancia a herbicidas de la familia
de las Imidazolinonas (IMI) y Sulfonilureas (SU). El girasol IMI-tolerante, denominado
comercialmente Clearfield (CL®), se obtuvo a partir de genes presentes en una poblacion
agrestal de Kansas, EE.UU., que habia recibido siete afios de tratamiento con imazetapir

(Al-Khatib et al., 1998; Miller y Al-Khatib, 2002; Zollinger, 2003).

Las poblaciones invasoras también pueden constituir una reserva de genes de interés
agricola. Las poblaciones naturales H. annuus han sido fuente de genes de resistencia a
roya negra (Puccinia helianthi Schw.) (Putt y Sackston, 1957). Una poblacién ruderal de H.
annuus localizada en la provincia de Cérdoba (Argentina) fue utilizada para el desarrollo de

una linea endocriada tolerante a herbicidas IMI y SU (Sala y Bulos, 2012).

La tolerancia genética a herbicidas IMI y SU del girasol, podria transferirse a las poblaciones
naturales de H. annuus (Arias y Rieseberg, 1994; Ureta et al., 2008b). La introgresién vy
persistencia de los genes del girasol en las poblaciones naturales dependera de la tasa de
hibridacién y de la presion de seleccién del agroecosistema (Cummings et al.,, 2002;
Massinga et al.,, 2003). Se conoce que las fuerzas de seleccién impuestas por factores
ambientales, ecoldgicos y antropogénicos puede conducir a la evolucién a nuevos biotipos
(Harlan, 1992). Aunque pueden ocurrir retrocruzamientos con los parientes naturalizados,
la proporcidon de individuos IMI-tolerantes no se incrementa en ausencia de herbicida
(Massinga et al., 2003). De lo contrario, la frecuencia de genes de tolerancia en la poblacion
aumentara, resultando en malezas de dificil control y la durabilidad de la tecnologia se

veria limitada (Ellstrand et al., 1999).

Existen varias hipodtesis acerca de la localizacién geogréfica de la domesticacidn del girasol
(Heiser, 1978). Evidencias morfolégicas, arqueolégicas y geograficas indicarian que el
girasol fue domesticado a partir del taxa H. annuus ssp. annuus, en la regién que
actualmente es el centro de EE.UU. (Harter et al., 2004; Blackman et al., 2011). Desde alli

habria sido llevado hacia el Este y Sudeste (Heiser, 1951 y 1978; Arias y Rieseberg, 1995).

Se considera que durante el proceso evolutivo de H. annuus en su habitat nativo, la

dispersion de estaba asociada al movimiento del bisonte americano (Bison bison) (Seiler y



Rieseberg, 1997). En la actualidad, se estima que la dispersién de las poblaciones naturales
estaria asociada a la actividad de vehiculos y maquinarias agricolas, que transportarian la

semilla en forma inadvertida (Heiser, 2008; Cantamutto et al., 2010c).

En un estudio realizado en el campus de la Universidad Nacional del Sur, Departamento de
Agronomia no pudo descartarse que las poblaciones anuales de Helianthus estuvieron
sujetas a dispersion por aves (Casquero y Cantamutto, 2011). En ese estudio, se analizd la
relacion entre la distancia geografica del punto de entrada en el campo experimental y
cuatro fuerzas dispersoras: vientos predominantes, pendiente, trafico humano vy
movimiento de las aves, estimado como la proximidad al arbol mds cercano. La divergencia
y convergencia, con respecto a la direccion de cada fuerza, se estimé a partir del seno y el
coseno del angulo resultante entre cada planta y el campo experimental mas préoximo. El
estudio mostré que una fraccidon baja (< 5 %) de las plantas dispersadas se movieron
siguiendo la actividad de las aves, y mostraron una localizacién similar a la de las especies

con fruto drupaceo, dispersadas por aves.

En 2013 también se observd la aparicion de una planta espontdnea de H. annuus ssp.
annuus en los barrancos de la Avenida Cabrera, debajo de un asentamiento de loro
barranquero (Cyanoliseus patagonus). Esta especie nativa fue frecuentemente observada
en el campo experimental cortando sectores de capitulos. La planta observada podria
haber emergido de semilla transportada por estas aves para la alimentacién de las crias

(Imagen 8).

El girasol fue un importante recurso alimenticio, domesticado por los nativos
norteamericanos quienes obtuvieron la variante monocéfala, de una Unica inflorescencia
(Harlan, 1992; Burke et al., 2002). Las plantas de girasol se utilizaban con fines decorativos,
medicinales y alimenticios. Luego del descubrimiento de América, en 1510 el girasol fue
llevado por los espafoles y cultivado en los Jardines Reales de Madrid. Posteriormente, la
especie fue extendiéndose por todo el continente, particularmente como una planta

ornamental (Putt, 1978).

Durante el siglo XVIII, en el territorio que es actualmente parte de Rusia, comenzd el
reconocimiento del potencial oleaginoso del girasol. Inicialmente los agricultores

seleccionaron plantas precoces y de capitulos grandes. A partir de 1860 comenzé en Rusia



una intensa labor de seleccidn utilizando criterios cientificos, con el fin de aumentar el
contenido de aceite del grano. A principios de 1900, el grupo de mejoramiento liderado por
el Dr. V.S. Pustovoit en Krasnodar (Rusia), obtuvo poblaciones de polinizacion abierta con
un contenido de aceite en los granos superior al 50 % (Skori¢, 1992; Seiler y Rieseberg,

1997; Harter et al., 2004; Jan y Seiler, 2007).

El girasol llega a Argentina en el siglo XIX importado por inmigrantes de origen hebreo,
guienes lo sembraban para consumo familiar. En 1930 el drea destinada al cultivo inicié un
proceso de expansidn, junto al crecimiento la industria oleaginosa, que debia cubrir el
desabastecimiento de aceite de oliva a causa de la segunda guerra mundial. Las primeras
tareas de mejoramiento nacional fueron realizadas por el Ing. Agr. Klein, quien inscribié en
1939 la variedad, de gran difusién, que lleva su nombre (Giordano y de Senin Garcia, 1967).
El aumento de la importancia del cultivo fue tal, que hacia 1940 nuestro pais ya exportaba
una considerable cantidad de aceite de girasol (Melgarejo, 2003). A partir de esta década,
cuando el interés por el cultivo de girasol alcanzé difusién mundial, comenzaron nuevos
programas de mejoramiento genético en Canadd, Argentina y en varios paises de Europa,

gue inicialmente liberaron variedades de polinizacién abierta.

En 1941, La Chacra Experimental La Previsién inscribié la variedad de polinizacion abierta
La Prevision 9, de escasa uniformidad y plantas multifloras, mientras que La Estacion
Experimental Pergamino del Ministerio de Agricultura de la Nacién propicié la importacion
de variedades rusas para aumentar la base genética para la seleccién nacional. Como
resultado de ese esfuerzo desarrollé la variedad Saratov M.A. sel. Pergamino a partir de la
variedad Saratovsky, creada en Saratov, Rusia. En 1953, el criadero Massaux de Pirovano
(Buenos Aires) obtiene una variedad seleccionada a partir de poblaciones cercanas al
criadero, de buen rendimiento pero mal comportamiento a enfermedades. Entre 1960 y
1975, el INTA liberé variedades propias, como Manfredi e Impira INTA, con buen
comportamiento frente a la roya negra, enfermedad que habia causado fuertes mermas
hacia fines de la década de 1950. Estas variedades surgieron de cruzamientos entre los
materiales utilizados por los agricultores, algunas introducciones y polen de una poblacidn

de girasol ruderal hallada en Rio Cuarto (Baez y Macola, 1954; Bertero y Vazquez, 2003).
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Los primeros hibridos de girasol se difundieron extensamente luego de la obtencién de una
fuente estable de androesterilidad citoplasmatica, a partir de la hibridacién entre H.
petiolaris x H. annuus (Leclercq, 1969) y el descubrimiento de genes restauradores de la
fertilidad (Kinman, 1970). Se considera que los cultivares hibridos de girasol hicieron un
aporte al rendimiento medio, estimado en mdas del 20 % de mejora respecto a las

variedades de polinizacién abierta (Skori¢, 1992).

A fines de la década de 1990 el panorama nacional e internacional del mercado de girasol
fue afectado por el aumento de la demanda de proteinas vegetales. Ello mejord la
competitividad de la soja RR pero produjo una disminucién del precio del aceite. El marco
econdmico desfavorable al cultivo afectd el drea sembrada y desplazé al cultivo de girasol a

regiones con menor potencial productivo (Ingaramo y Feoli, 2008).

El girasol es la segunda fuente oleaginosa del pais luego de la soja. La produccién nacional
fue superior a 3,2 millones de t para la campafia 2012/2013, 11 % inferior a la lograda en el
ciclo 2011/12, principalmente debido a la disminucion de la superficie sembrada (Mufioz,
2013). Las regiones del NEA, Sudeste y Sudoeste de Buenos Aires y Sur de La Pampa son las
gue mas participan en la producciéon de girasol (Bolcereales, 2013). Otras regiones de
cultivo, de menor importancia son el Centro-Norte de Santa Fe, Norte de La Pampa y Oeste

de Buenos Aires.

De acuerdo al Catdlogo de Plantas Vasculares del Instituto de Botanica Darwinion (2013),
en Argentina se encuentran naturalizadas cuatro especies del género Helianthus. Entre las
especies anuales, aparecen H. annuus y H. petiolaris (Zuloaga y Morrone, 1999). Estas
especies forman poblaciones extensas en la regidon Central Argentina (Figura 1.1; Poverene
et al., 2002). También la flora natural del pais registra a las especies perennes H. tuberosus

y H. laetiflorus Pers. (Sala et al., 1990).

Existen evidencias de que la forma no domesticada de H. annuus habria sido introducido
con fines forrajeros, antes de 1948 en la provincia de Cérdoba (Bauer, 1991). Entre, las
subespecies de H. annuus que se comportan como maleza, H. annuus ssp. annuus o
common sunflower es la mas difundido en EE.UU. y estaria presente en Argentina (Heiser,

1978; Poverene et al., 2008).
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H. petiolaris, es vulgarmente conocida como “girasol silvestre”, “girasolillo”, “girasolcito del
campo” o “prairie sunflower” (Troiani y Steibel, 1999). Poverene et al. (2002) considera que
las poblaciones Argentinas corresponderian a H. petiolaris ssp. petiolaris, segin la
clasificacion propuesta por Heiser (1961). Covas (1966) considera que el girasolillo habria
sido introducido en Catrilé (La Pampa) en 1954, como contaminante fisico de semilla de
sorgo forrajero importada de Texas (Luciano, 1964). A pesar de estar presente en Argentina
desde hace mas de 50 afios, Marzocca et al. (1976) y Marzocca (1994) no incluyen a H.

petiolaris entre las malezas del pais.

El Valle Bonaerense del Rio Colorado (VBRC), con 8 a 10 mil ha de cultivo, es la zona
productora de semilla hibrida de girasol mas importante del pais. Debido a las buenas
condiciones agroecoldgicas para el girasol, el rendimiento de las lineas endocriadas en las
que se produce la semilla hibrida, oscila entre 800 y 2500 kg ha™ (Agamennoni et al., 2011).
Debido a que el agroecosistema del VBRC no difiere de las regiones invadidas por H.
annuus ssp. annuus y H. petiolaris en Argentina, se considera que la regidn podria ser
colonizada por estas dos especies anuales (Cantamutto et al., 2007). Si ello ocurriera, la
produccién de semilla hibrida de girasol resultaria seriamente limitada, dado que
aumentaria el riesgo de originar plantas fuera de tipo, debido a la presencia de polen de las

poblaciones naturales.

(Robinson, 1978a), debido a que las pérdidas de cosecha podrian ser elevadas, la densidad
de voluntarios luego de un cultivo de girasol puede alcanzar niveles problematicos
(Gillespie y Miller, 1984; Pomsar y Reisinger, 2004; Bragachini et al., 2004; Gigon et al.,
2008). Para el complejo taxondmico de Helianthus, los voluntarios podrian actuar como
“puentes bioldgicos” entre las formas domesticadas y las silvestres, posibilitando el flujo
génico entre ellas (Arias y Rieseberg, 1995; Burke et al., 2002; Massinga et al., 2003;
Warwick y Stewart, 2005; Reagon y Snow, 2006; Ureta et al., 2008a).
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Figura 1.1: Localizacién de poblaciones naturales de Helianthus anuales en Argentina. Cada
simbolo representa un departamento provincial donde la especie se encuentra presente

(Poverene et al., 2002).

|
i
|
|

|

|

|

13



14



Los voluntarios de girasol, originados a partir de semillas no germinadas o frutos caidos
durante las operaciones de los cultivos anteriores, también son considerados malezas de
importancia técnica (Marzocca et al., 1976). Si bien la labranza cero, que estd en aumento
en Argentina (Aapresid, 2012), disminuye la incidencia de los voluntarios. En el centro de
origen, la evaluacién del impacto productivo de las malezas anuales del género Helianthus
sobre los cultivos, comenzd sobre fines de la década de 1970 (Tabla 1.2). Mas tarde
comenzd en Francia el estudio de la competencia intraespecifica de poblaciones agrestales
de H. annuus sobre el girasol (Muller et al.,, 2009). Se considera que las poblaciones
agrestales de H. annuus pueden ser hasta cinco veces mdas competitivas que las de Abutilon
theophrasti (Schweizer y Bridge, 1982), 11 veces mas que el Sorghum bicolor (Deines et al.,
2004) y 15 veces mas competitivas que Setaria viridis (Mesbah et al., 2004). Se hallé que la
depresion del rendimiento del girasol se asocid a mermas reproductivas, atribuidas al
rapido crecimiento inicial, mayor altura y elevada area foliar de las plantas agrestales, que

les conferirian mayor capacidad competitiva respecto a otras malezas.

A pesar que una década atras las especies H. annuus y H. petiolaris no eran consideradas
malezas en Argentina (Hopp, 2005), la presencia de poblaciones agrestales de Helianthus
anuales pareciera estar en aumento (Poverene et al., 2008). Las invasiones biolégicas
serian facilitadas por la alta plasticidad fenotipica y reproductiva de las malezas (Richards
et al., 2006). Tanto en el centro de origen, como en el habitat invadido de Argentina, las
poblaciones ruderales de H. annuus presentan una gran variabilidad morfolégica, que

denota una amplia variabilidad genética (Presotto et al., 2009).

La invasién de las malezas puede iniciarse a partir de unos pocos diseminulos que ingresan
accidentalmente transportados por maquinarias agricolas o como contaminantes fisicos de
las semillas de los cultivos (Shimono y Konuma, 2007). En otros casos las poblaciones de
malezas pueden iniciarse a partir de contaminacion genética, tal como se ha indicado para
las poblaciones agrestales de H. annuus en Europa (Muller et al., 2009). La contaminacion
genética es mas probable cuando la semilla de girasol hibrido es producida en regiones
donde crecen en forma natural poblaciones invasoras de la misma especie. Aunque bajo
condiciones de campo las plantas “fuera de tipo”, originadas por la fecundacién

incontrolada con polen de los biotipos invasores, se reconocen facilmente (Presotto et al.,
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2011), si no se eliminan antes que alcancen el estado reproductivo, podrian constituirse en

el foco inicial de la infestacion de los campos.

Una vez introducida en un agroecosistema, el area ocupada por una maleza invasora
aumentara si coexisten dos condiciones; 1- las plantas invasoras poseen una alta
produccién de diseminulos y 2- las plantas invasoras presentan una elevada adaptacion al
nicho ocupado (Inderjit et al., 2005; Martinez-Ghersa y Ghersa, 2006). El establecimiento y
fructificaciéon de algunas pocas plantas en un lote agricola podria originar una reserva
abundante y de gran duracién en el banco de semillas del suelo, si la viabilidad de los
propagulos fuera elevada (Alexander y Schrag, 2003). La dormicién es un rasgo evolutivo
gue ajusta el tiempo de germinacién para aumentar la probabilidad de supervivencia de las

plantulas en un habitat dado (Li y Foley, 1997).

Para desarrollar estrategias de manejo, resulta necesario entender cémo se originan,
dispersan y adaptan al agroecosistema las malezas. Si bien se conocen los determinantes
abidticos que condicionan la difusién de los biotipos ruderales de Helianthus de Argentina
(Cantamutto et al., 2008), se desconoce cudles serian los factores ambientales asociados a
la actividad invasiva de los biotipos agrestales. También se desconoce el rol de los biotipos

agrestales del género Helianthus dentro de los agroecosistemas de la Argentina.

Para el disefio de estrategias de manejo resultaria de gran utilidad caracterizar
fenotipicamente a los biotipos agrestales, detectar practicas de manejo que facilitan el
proceso invasivo y la persistencia en el banco de semillas del suelo. También resultaria de

alta utilidad evaluar diferentes alternativas para el control con métodos quimicos.
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Tabla 1.2: Interferencia ejercida por H.

annuus y H. petiolaris sobre algunos cultivos.

Densidad (pl m™)

Rendimiento

Cultivo afectado Pais Cultivo * Maleza Control (g m?) Merma (%) Referencia
H. annuus
Soja EE.UU. 42 220 325 94 Irons y Burnside, 1982
Remolacha EE.UU. 18 1,5 3100 72,5 Schweizer y Bridge, 1982
Soja EE.UU. 10 4,6 319 95-97 Geier et al., 1996
Alfalfa, algoddn, soja, maiz, sorgo, avena, cebada,
mani, caia de azucar, chile, poroto, garbanzos, México SD SD SD SD Villasefior Rios y Espinosa-Garcia, 1998
tomate, manzano, nogal, citricos, uva
Soja EE.UU. 35 3 264 47-72 Allen et al., 2000
Trigo México 360 32 375 75 Rosales-Robles et al., 2002
Poroto EE.UU. 16 2 321 30,5 Mesbah et al., 2004
Maiz EE.UU. 6 4 798 46 Deines et al., 2004
Girasol Francia SD 15 259 59 Muller et al., 2009
Girasol Argentina 5 4-11 349 74 Casquero et al., 2013
Voluntarios de H. annuus var macrocarpus
Trigo EE.UU. SD 27 228 30 Gillespie y Miller, 1984
H. petiolaris
Mani EE.UU. SD SD SD SD Grichar et al., 1999 y 2004

! Estimado en base a los siguientes valores de biomasa de semilla; soja: 160 mg; trigo: 33 mg; poroto: 400 mg

SD: Informacién no disponible en la referencia.
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Por lo expuesto anteriormente se plantearon las siguientes hipdtesis de trabajo:

1-

En la regidn central Argentina existen poblaciones agrestales de H. annuus y H.

petiolaris que se diferencian fenotipicamente de las ruderales.

Las poblaciones agrestales de H. annuus presentan rasgos morfoldgicos intermedios

entre poblaciones ruderales y el girasol.

La interferencia ejercida por poblaciones agrestales de H. annuus disminuye el

rendimiento y la calidad del cultivo de girasol.

La semilla de las poblaciones naturales de H. annuus y H. petiolaris de Argentina
presenta dormicidn, lo cual posibilita la supervivencia por mas de una estacion de

crecimiento en el banco de semillas del suelo.

El empleo de estrategias de manejo con herbicidas limita el crecimiento poblacional

de H. annuus agrestal con resistencia a Imidazolinonas.

En consecuencia, los objetivos especificos de la presente tesis fueron:

1

Determinar la distribucién geografica de poblaciones agrestales de H. annuus y H.

petiolaris en la regién Central Argentina.

Caracterizar fenotipicamente poblaciones agrestales de H. annuus y H. petiolaris en

comparacion con poblaciones ruderales.

Estudiar la evolucion de la viabilidad de poblaciones naturales de H. annuus y H.

petiolaris en el banco de semillas del suelo durante un periodo de cuatro afios.

Evaluar la sensibilidad de poblaciones naturales de H. annuus y H. petiolaris a

herbicidas de uso generalizado en la regién Central Argentina.

Determinar la interferencia ejercida por un biotipo agrestal de H. annuus sobre el

rendimiento y calidad de los granos de girasol.

Desarrollar informacion técnica para limitar la evolucién de poblaciones agrestales

tolerantes a Imidazolinonas.
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CAPITULO 2

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE
POBLACIONES AGRESTALES DE

H. annuus Y H. petiolaris EN LA
REGION CENTRAL ARGENTINA
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INTRODUCCION

Dentro de la familia de las Asteraceas, el género Helianthus se distingue por presentar
amplia biodiversidad genética y morfoldgica, que alcanza su maxima expresién en América
del Norte (Heiser, 1978). En este continente, considerado el centro de origen del género,
crecen naturalmente mds de 50 especies, cuatro de las cuales se encuentran incluidas en
los listados de malezas de importancia (Tabla 1.1). Entre ellas se incluye al antecesor
silvestre del girasol (Seiler y Rieseberg, 1997), descripto como maleza en mas de 50 estados

de EE.UU. y en diez estados de Canada.

Entre las Asterdceas anuales presentes en la flora natural de Argentina, aparecen H.
annuus y H. petiolaris (Zuloaga y Morrone, 1999). También se registran especies perennes
tales como H. tuberosus y H. laetiflorus Pers. (Sala et al., 1990). Estas especies naturalizadas
de acuerdo al Catdlogo de Plantas Vasculares del Instituto de Botdnica Darwinion (2013),

no son considerada maleza en los agroecosistemas Argentinos (Hopp, 2005).

La condicidn de “maleza” ha sido definida de multiples modos (Baker, 1965 y 1974; Harlan
y de Wet, 1965; Grime y Hunt, 1975; Grime, 1977; Booth et al., 2003). Una maleza es toda
planta indeseable que causa perjuicio en determinado lugar y tiempo (Marzocca et al.,
1976). Las malezas requieren la interrupcidon de la sucesidon ecolégica mediante alguna
clase de disturbio, como acontece en los ecosistemas modificados por la actividad humana
(De Wet y Harlan, 1975). Aquellas plantas que ocurren dentro de los cultivos son
denominadas agrestales, mientras que las que se encuentran en espacios no agricolas
disturbados como canales, bordes de caminos, basurales, etc., reciben la denominacion de
ruderales (Holzner, 1978; Warwick y Stewart, 2005). Especies o poblaciones que no ocupan

habitats disturbados son consideradas silvestres o “no-malezas”.

Se considera que H. annuus incluye al menos dos subespecies que crecen como malezas,
con comportamiento agrestal; H. annuus ssp. lenticularis y H. annuus ssp. annuus (Heiser,
1978; Rieseberg y Seiler, 1990). Si bien la clasificacién taxondmica se encuentra en
continua discusién, la maleza “common sunflower” es un biotipo agrestal de la subespecie
H. annuus ssp. annuus (Heiser, 1978). De acuerdo a Poverene et al., (2008) las poblaciones

naturales de Argentina corresponden a esta subespecie.

22



Se considera que los biotipos agrestales de H. annuus (H. annuus ssp. annuus) de América
del Norte podrian haber surgido a partir del aumento de la frecuencia de rasgos
adaptativos que estaban presentes en las poblaciones ruderales (Kane y Rieseberg, 2008).
Los biotipos agrestales de H. annuus de Francia constituyen un problema en los cultivos de
girasol, mientras que en Espafia también ocurren dentro de cultivos de sorgo (Muller et al.,
2009). En Italia, estas malezas invaden cultivos de girasol, maiz, tabaco, alfalfa (Vischi et al.,
2006). En la Republica Checa, esporadicamente aparecen en cultivos de girasol (Holec et
al., 2005), mientras que en Serbia, las poblaciones naturales de H. annuus ocurren en la
vecindad de cultivos de maiz, soja, cafia de azucar, girasol y en los campos de produccién
de semilla hibrida (Stankovi¢-Kalezi¢ et al., 2008). En todos los paises sefialados también se

registran casos de poblaciones ruderales.

La otra especie anual del género Helianthus naturalizada en Argentina, H. petiolaris,
comprende a las subespecies H. petiolaris ssp. petiolaris y H. petiolaris ssp. fallax (Heiser,
1978). La especie fue descripta por primera vez en el pais en la década de 1950 por Covas
(1966). Considerando la clave taxondmica de Heiser (1961), Poverene et al. (2002)

consideran que las poblaciones Argentinas corresponden a H. petiolaris ssp. petiolaris.

De acuerdo a Gonzalez Roelants et al. (1997), en la década del 90 las poblaciones naturales
de H. annuus y H. petiolaris eran reducidas y aparecian solo en las provincias de Buenos
Aires y La Pampa. Los estudios realizados en el nuevo milenio, a pedido de la Comisién
Nacional de Biotecnologia Agricola (CONABIA), cuando las empresas semilleras propiciaban
la liberacién de girasol transgénico, mostraron que las dos especies formaban poblaciones
extendidas no solo en esas provincias, sino que también en Cérdoba, San Luis, Mendoza,
Entre Rios y San Juan (Poverene et al., 2002; Cantamutto y Poverene, 2010). Estas especies
invasoras fueron posiblemente introducidas de manera accidental, como impurezas en

lotes de semilla de especies forrajeras (Cabrera, 1963; Covas, 1966).

En América del Norte, el “common sunflower” afecta notoriamente el rendimiento de los

|ll

cultivos de trigo, maiz, poroto y sorgo (Tabla 1.2). En ese continente, el “prairie sunflower”,
H. petiolaris, es considerado una maleza del mani (Grichar et al., 1999 y 2004). Fuera del

centro de origen, esta especie solo es considerada maleza en China (Weber et al., 2008). A
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pesar de estar presente en Argentina desde la década del 60°, Marzocca et al. (1976) y

Marzocca (1994) no consideran a esta especie como una maleza de importancia nacional.

Las plantas voluntarias del girasol, originadas de la semilla no nacida o de grano caido
durante el cultivo anterior, son histéricamente reconocidas como malezas problematicas
de consideracion agrondmica (Marzocca et al., 1976). Dado que las pérdidas de cosecha de
girasol puede ser mayor a 200 granos por m* (Pomsar y Reisinger, 2004; Bragachini et al.,
2004), la densidad de voluntarios de girasol en cultivos posteriores limitaria la produccion
(Robinson, 1978a). Estas plantas voluntarias, que podrian aparecer aun luego de tres afios
de su dispersion, pueden ocasionar serias pérdidas en el cultivo de trigo que sigue al girasol

en la rotacidn agricola (Marzocca et al., 1976; Blamey et al., 1997).

Se desconoce como ha sido el proceso evolutivo de las poblaciones ruderales en Argentina
(Cantamutto et al., 2010b). El flujo génico con el girasol podria haber generado un
aumento de la biodiversidad de las poblaciones naturales y haber facilitado el proceso
invasivo. La amplia variabilidad intraespecifica debido al flujo génico con el girasol
explicaria el alto grado de naturalizacién de H. annuus en diversos ecosistemas de

Argentina (Cantamutto et al., 2008).

Generalmente los procesos invasivos de malezas se inician accidentalmente, a partir de
diseminulos que ingresan en forma no-intencional, acarreados por las maquinarias
agricolas o como impurezas fisicas de las semillas (Shimono y Konuma, 2007). Luego de
ello, una maleza se constituird en invasora si coexisten dos condiciones; 1- alta produccion
de diseminulos y 2- adaptacién nicho-especie (Inderjit et al., 2005; Martinez-Ghersa vy
Ghersa, 2006). Si bien se conocen los determinantes abidticos que condicionan la difusion
de las poblaciones ruderales de Argentina (Cantamutto et al., 2008), se desconoce cuales
serian los factores ambientales asociados al proceso invasivo de poblaciones agrestales de

las especies anuales de Helianthus.

Debido a las condiciones de produccion, la semilla hibrida de girasol puede presentar
contaminantes genéticos originados por el flujo de polen desde poblaciones agrestales o
ruderales de la misma especie (Anfinrud, 1997). Si bien el primer hibrido de girasol se
introdujo en el mercado de Canada en 1946 (Putt, 1962), la adopcién de cultivares hibridos

aumentd luego de la década de 1970, cuando se liberé semilla producida mediante
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androesterilidad citoplasmatica (Leclercq, 1969) y genes de restauracion de la fertilidad

(Kinman, 1970).

En el sistema creado a partir de Leclercq (1969), la linea materna es homocigota recesiva
para los genes nucleares de restauracidn, mientras que la linea paterna debe ser
homocigota dominante para ese caracter (Fick y Miller, 1997; Vear, 2010). Por lo tanto, la
progenie (hibrido comercial) serd androfértil, asegurando la cosecha del productor.
Generalmente el parental masculino es ramificado, pues produce mayor cobertura

temporal de polen, debido al escalonamiento de la floracion (Moutous et al., 1989).

En la produccion de semilla hibrida de girasol, las hileras de plantas hembras y machos se
encuentran generalmente en proporcién de 3 a 1 o mas, dependiendo de la capacidad de
polinizacién del parental masculino (Cubero, 2003). Las plantas de la linea masculina se
eliminan al finalizar la etapa de antesis, con la finalidad de cosechar solo la hembra, que

dispone de la semilla hibrida deseada.

Para asegurar la ausencia de polen de parentales diferentes al del hibrido bajo produccién,
la legislacidn exige una distancia de aislamiento no inferior a 1500 m hasta otra fuente de
polen diferente (OECD, 2012). La fecundacién de las lineas hembras con polen de
poblaciones invasoras origina la aparicidn en la progenie de individuos “fuera de tipo”, que
se castigan en la comercializacién (OECD, 2012). Las plantas fuera de tipo son aquellas que
se desvia en una o mas caracteristicas de la variedad objetivo, puede incluir plantas de
otras variedades; plantas resultantes de la polinizacién cruzada por otros tipos o
variedades, plantas resultantes de la auto-polinizacién no controlada durante la produccién
de semillas hibridas, o segrega a partir de cualquiera de las plantas superiores (MSGA,
2014; www.ag.montana.edu). Las plantas fuera de tipo también ocurren en lotes
comerciales debido a la mezcla fisica con semillas de otras variedades o especies,

mutaciones genéticas y también por hibridacién espontdnea (Lee et al., 2013).

Las plantas fuera de tipo provenientes de la fecundacién de la linea materna del hibrido
por polen de biotipos invasores se identifican facilmente, ya que son altas, plurifloras,
poseen capitulos pequefios y el periodo de floracién es mas amplio que el cultivo (Presotto

et al., 2011). Las plantas fuera de tipo de este origen podrian ser distinguidas y eliminadas
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con facilidad. Si ello fuera asi, seria poco probable que se constituyan en el nucleo inicial

para la evolucion de poblaciones agrestales.

El area ocupada por las especies anuales del género Helianthus en Argentina, que abarca al
menos siete provincias del pais, podria estar en expansion (Poverene et al., 2002). En el
area productora de girasol, donde las poblaciones naturales de las dos especies
generalmente aparecen bajo el habito ruderal, pero se desconoce la frecuencia en que lo

hacen en la forma agrestal.

El disefio de la investigacidn fue realizado para responder las siguientes preguntas: ¢Existen
poblaciones agrestales de H. annuus y H. petiolaris en Argentina? ¢Con qué frecuencia
aparecen en la regién central del pais? ¢ Qué cultivos y précticas de manejo estan asociados
a su aparicién? iExisten problemas de contaminantes genéticos en la semilla de girasol?

¢Con qué frecuencia? ¢ Qué tipo de contaminantes aparecen?

HIPOTESIS

Las poblaciones agrestales de H. annuus y H. petiolaris estan presentes en la regidn Central

Argentina y su presencia se asocia al tipo de laboreo, cultivo antecesor y actual.

OBIJETIVOS:

Registrar la distribucién geografica de poblaciones agrestales de H. annuus y H. petiolaris
en la region Central Argentina y caracterizar el habitat que ocupan a través del tipo de

laboreo, antecesor y cultivo actual.
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MATERIALES Y METODOS

Las observaciones se realizaron en 23 misiones de campo, en la regién Central Argentina
durante los meses de Diciembre de 2009 a Marzo de 2013. Las misiones se realizaron a
través de rutas nacionales, provinciales y caminos vecinales, comprendiendo una distancia
superior a 25000 km. Las rutas principales de desplazamiento fueron consideradas

transectas, en las que se contabilizaron los lotes cultivados con girasol.

La presencia de malezas de las especies H. annuus y H. petiolaris fue documentada
considerando las condiciones de aparicién y la morfologia de las plantas (Tabla 2.1). Cada
caso fue georeferenciado con un posicionador satelital (GPS Garmin eTrex vista HCx) y
mapas provinciales. Los sitios fueron localizados en un mapa utilizando el programa

informatico Google Earth (2013).

Mediante observacién directa de cada caso se describieron los componentes del habitat. A
partir del reconocimiento del material vegetal vivo y muerto sobre la superficie del suelo,
se estimd el cultivo antecesor y actual. A partir del grado de remocién del suelo, la
presencia de cobertura vegetal y restos de cultivos en pie se estimé el sistema de labranza

aplicado, clasificado en:

- Convencional: remocion total del suelo; menos del 10 % cobertura vegetal sobre la

superficie.

- Minimo: remocién parcial del suelo; menos del 50 % cobertura vegetal sobre la

superficie.

- Labranza cero (o siembra directa): sin remocion del suelo; mas de 80 % de

cobertura vegetal sobre la superficie.

La superficie total del lote y del drea invadida se estimd visualmente segun los siguientes
rangos; < 10; 10-50; 51-100; > 100 ha. Considerando el posicionamiento geografico, en una
muestra de 10 % de los casos, la superficie de los lotes se midié utilizando el programa
Google Earth (2013), con la finalidad de estimar la precisién de la estimacidn visual. En cada
lote invadido, el tamafio poblacional se estimé visualmente segun los siguientes rangos: <

10; 10-300; 301-1000; 1001-100000; > 100000 individuos.
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La distribucién de la maleza en el lote invadido se asignd a la siguiente escala, de acuerdo
al agrupamiento y disposicion de las mismas: aislada, parche o total. Se consideré
distribucién 1- total: densidad mayor a 10 pl ha™, distribuidas en toda la superficie del lote;
2- parche: densidad mayor a 10 pl ha™, distribuidas solo en una parte del lote; 3- aisladas:
densidad menor a 10 pl ha™. La densidad de plantas agrestales fue estimada contando los
individuos situadas dentro de un circulo de 2 m de radio alrededor del observador (n =5), a
lo largo de una transecta con forma de “W” dentro del area invadida (Cantamutto et al.,
2010c). Se registro la presencia de poblaciones ruderales del mismo género préximas a los

lotes donde se ubicaron las plantas agrestales.

Las plantas fuera de tipo (CON) y las plantas con rasgos intermedios entre girasol, ANN y
PET (HIB) fueron clasificadas de acuerdo a rasgos taxondmicos asociados al presunto origen

(Tabla 2.2).

Los datos agroclimaticos de cada sitio fueron estimados a partir de su posicionamiento
respecto a la localidad con registros agroclimaticos mas cercana segun De Fina (1992). Los
parametros considerados fueron: temperatura media del mes mas cdlido y mas frio,
precipitacion media anual y precipitacion media del trimestre mas calido y mas frio. Los
valores obtenidos se expresaron en términos absolutos o como frecuencia, segin caso. Se
realizd un Andlisis de Componentes Principales (ACP) utilizando los parametros

cuantitativos de cada sitio (InfoStat, 2013).
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Tabla 2.1: Caracteres morfoldgicos y ecoldgicos utilizados para la clasificacién de poblaciones agrestales de Helianthus. Adaptado de Heiser

(1954, 1976); Seiler y Rieseberg (1997); Presotto et al. (2009) y Cantamutto et al. (2010a).

H. annuus (ANN)  H. petiolaris (PET) Contaminantes (CON) Voluntarios (VOL) Hibrido (HIB)
Distribucion en el lote Al azar Al azar Reemplazando a una Al azar Al azar
planta de girasol
Altura (cm) <400 <200 <400 <150 <400
Tipo de ramificacidn Total Total Apical Sin ramificacion o apical Apical o total
Capitulo principal Ausente Ausente Presente o ausente Presente Presente o ausente
Capitulos (n) >30 >50 <50 <10 <50
Color del disco Rojo o amarillo Rojo Amarillo o rojo Amarillo Amarillo o rojo
Didmetro de capitulo (cm) <6 <3 <20 >8 <10
Tamafio semilla (cm) <7 <3 <7 7-20 <7
Forma filarias o bracteas’ Acuminadas Agudas Acuminadas Acuminadas Intermedias
Ancho filarias o bracteas (mm) >5 <5 >5 >15 >5
Antocianinas en tallo y peciolos Presente Presente Presente o ausente Generalmente ausente  Presente o ausente

! Forma de filaria intermedia: Corresponde a morfologia intermedia entre acuminada y aguda.
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Tabla 2.2: Caracteres morfoldgicos utilizados para la clasificacion de plantas fuera de tipo o contaminantes de semilla (CON) y plantas hibridas (HIB) o con

caracteristicas intermedias entre girasol (SUN), H. annuus (ANN) y H. petiolaris (PET). Adaptado de Poverene et al. (2002); Ureta et al. (2008b); Gutiérrez et

al. (2010; 2011); Presotto et al. (2011).

CON HIB
LineaR Linea A x ANN Linea A x PET SUNXANN/ANNXSUN SUNXPET/PETXSUN ANNXPET/PETXANN
Altura (cm) = cultivo > cultivo (< 30 %) > cultivo (< 15 %) > cultivo (< 20 %) > cultivo (< 15 %) > cultivo (< 15 %)
Tipo de ramificacidn Apical Sin o Apical Total Total o Apical Total Total o Apical

Capitulo principal Ausente Presente o ausente Ausente Presente o ausente Ausente Ausente
Capitulos (n) <15 lo0>5 >5 >5 >10 >5
Color del disco Amarillo Rojo Rojo Amarillo o rojo Rojo Rojo
Diadmetro de capitulo (cm) <10 3-20 3-5 <10 3-5 3-7

Forma filarias o bracteas Acuminadas Acuminadas Intermedia Acuminadas Intermedias Intermedias

Ancho filarias o bracteas (mm) >10 >10 5-15 >15 5-15 5-20

Antocianinas en tallo y peciolos Ausente Presente Presente Presente Presente Presente

! Forma de filaria intermedia: Corresponde a morfologia intermedia entre acuminada y aguda.
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RESULTADOS

La exploracién abarcé mas de 650 lotes cultivados con girasol. Durante el periodo estival
gue comprendié la evaluacidn, se detectaron mds de un centenar de casos con plantas
agrestales de H. annuus y H. petiolaris, en lotes localizados en el sector semiarido y
subhumedo de la region Central Argentina. Los casos comprendieron plantas de ANN, de

morfologia muy variable y otras de PET, morfolégicamente mds uniformes.

El drea de distribucion de los poblaciones agrestales varié desde 25°15°S hasta 40°42°S,
58°7°0 hasta 66°16°0 y una altitud entre 17 y 515 msnm. La temperatura del mes mas
calido oscilé entre 18,4 y 25,1 °C, mientras que la del mes mas frio desde 6,3 a 8,6 °C. El

registro pluviométrico anual de los sitios fluctudé entre 292 y 840 mm.

Las variables agroclimaticas consideradas no se asociaron con la distribucion geografica de
plantas agrestales de Helianthus (Figura 2.1). Los primeros dos componentes del ACP, que
explicaron el 78 % de la varianza, mostraron que las plantas agrestales de ANN, PET e HIB
se observaron en regiones agroecoldgicas con temperatura estival cdlida, menor
precipitacion, mayor longitud (hacia el oeste) y altitud. Por su parte, las plantas agrestales
de VOL y CON se hicieron mas frecuentes hacia zonas de mayor latitud (hacia el sur), con

temperaturas del mes mas cdlido bajas y mayor precipitacién.

Los 139 casos con malezas anuales del género Helianthus se distribuyeron en las provincias
de La Pampa (59 %), Buenos Aires (34 %), San Luis, Cérdoba y Rio Negro (7 %) (Figura 2.2y
Tabla 2.3). En el afio 2011, en Molinos (Salta), se encontraron dos lotes de cebolla y maiz
invadidos por plantas agrestales de ANN. Ambos casos presentaron un nimero menor a 50
malezas, que estaban distribuidas de forma aislada. Estos registros no fueron considerados

en el analisis debido a que se encontraban fuera de la regién Central Argentina.

31



Figura 2.1: Analisis de Componentes Principales de la localizacién de poblaciones agrestales

de H. annuus y H. petiolaris y variables agroclimaticas.
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ANN: H. annuus; PET: H. petiolaris; CON: contaminante de semilla; VOL: girasol voluntario; HIB: hibridos o
cruzas; LAT: latitud; LON: longitud; ALT: altitud; Tcal: temperatura media del mes mas caluroso (enero); Tfrio:
temperatura media del mes mas frio (julio); PMA: precipitacion media anual; Pcal: precipitacion media del

trimestre mas caluroso; Pfrio: precipitacion media del trimestre mas frio.
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Figura 2.2: Distribucidn de poblaciones agrestales del género Helianthus en la regidn Central Argentina observadas en el periodo 2009-2013. a: todas los

poblaciones; b: H. annuus; c: H. petiolaris; d: Contaminantes de semilla; e: Hibridos; f: Voluntarios. Cada punto representa un caso estudiado.
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Tabla 2.3: Casos registrados de plantas agrestales de H. annuus (ANN); H. petiolaris (PET);
girasol voluntario (VOL); contaminantes de semilla (CON) y cruzas hibridas (HIB) en la

exploracion realizada en la regién Central Argentina durante 2009-2013.

Provincia
Clasificacién Total
La Pampa Buenos Aires  San Luis Cérdoba Rio Negro

Casos registrados (n)

ANN 8 3 - 1 - 12
PET 42 12 2 - - 56
VOL 4 7 - - 1 12
CON 15 22 1 1 - 39
HIB 14 4 1 - 1 20
Total 83 48 4 2 2 139
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PET fue la maleza anual del género Helianthus mas predominante, con 40 % de los casos. La
especie ANN solo fue observada como maleza en 9 % de los casos. Ambas malezas fueron
observadas principalmente (75 %) en La Pampa. Se hallaron plantas VOL en solo 12 sitios.
Mds del 25 % de los casos con malezas del género, localizados principalmente en Ia
provincia de Buenos Aires, fueron adjudicados a CON. Las plantas HIB, con rasgos

intermedios entre girasol, ANN y PET se observaron con una frecuencia menor al 15 %.

Las malezas anuales del género Helianthus fueron encontradas, en mas del 75 % de los
casos en cultivos de girasol (Tabla 2.4). La densidad media de las malezas en los cultivos de
girasol fue 4,7 £ 1,8 plantas m™. Las malezas también se hallaron en cultivos de maiz, sorgo,
soja, alfalfa, cebolla, cultivos invernales no cosechados y forestaciones. En general, las
malezas estaban distribuidas de manera aislada, o invadiendo la totalidad del lote. Solo en
el 20 % de los casos se distribuyd en parches. La superficie de la mayor parte de los lotes
afectados por malezas anuales del género Helianthus no superaban 100 ha y el sistema de
labranza utilizado era siembra directa o labranza minima. Como antecesores predominaron
los cultivos de verano maiz, girasol y soja. La mayor parte de las poblaciones no superaban
las 1000 plantas, sin embargo se observaron siete casos con un tamafio poblacidn superior

al millén de individuos.

En mas del 60 % de los casos las malezas ANN se encontraron asociadas al cultivo de girasol
(Tabla 2.4). La mayoria de los lotes afectados tenian una superficie mayor a 50 ha y la
labranza utilizada era convencional. La distribucién de las plantas dentro del lote vy el
tamafio poblacional fueron variables. Los dos procesos invasivos de ANN mas graves fueron
observados en las localidades de Tres Arroyos (Buenos Aires) y Colonia Bardon (La Pampa),

en lotes cultivados con girasol (Tabla 2.5 y Figura 2.3).
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Tabla 2.4: Frecuencia absoluta de casos con poblaciones o plantas agrestales H. annuus
(ANN); H. petiolaris (PET); girasol voluntario (VOL); contaminantes de semilla (CON); hibrido

o cruzas (HIB) y caracteristicas del habitat invadido.

Clasificacion
Habitat ANN PET VOL CON HIB TOTAL
Casos registrados (n)
Cultivo
Girasol 9 33 6 39 19 106
Sorgo 1 2 1 - - 4
Maiz 1 3 1 - - 4
Campo natural 1 10 1 - - 12
Otro 2 8 3 - 1 13
Sistema de labranza
Convencional 6 3 2 6 5 20
Minima 3 23 2 11 7 46
Cero o siembra directa 4 20 7 22 8 61
Campo natural 1 10 1 - - 12
Cultivo antecesor
Cereal de invierno 2 11 5 5 1 24
Girasol 2 10 5 2 6 24
Sorgo - 3 - 4 1 8
Maiz 4 10 - 12 10 36
Soja 3 8 1 12 1 25
Campo natural 1 10 - 4 - 15
Otro 2 4 1 - 1 7
Distribucion
Total 6 20 7 17 - 50
Parche 1 24 2 - 2 29
Aisladas 7 12 3 22 18 60
Superficie lote invadida (ha)
<10 2 3 1 - - 4
10-50 4 15 3 6 7 35
51-100 7 33 5 29 9 83
>100 1 5 3 4 4 17
Tamaiio poblacional (n)
<10 4 3 - 15 10 31
10-300 4 22 6 18 8 57
301-1000 1 20 4 5 2 32
1001-100000 3 6 2 1 - 12
> 100000 2 5 - - - 7

1 . - - .
El rango de superficie designado visualmente a los lotes, se correlacioné con aquellos calculados con el programa
informatico Google Earth (2013).
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Tabla 2.5: Caracterizacidn agroecoldgica de los procesos invasivos destacados de H. annuus en la regidon Central Argentina.

Ao Superficie Distribucion de Cultivo Cultivo Sistema de Densidad Densidad Tamafio Cercania a

invadida la maleza invadido antecesor Labranza cultivo maleza poblacional poblacién
(ha) (pl m?) (pl m?) (n) ruderal (km)
Tres Arroyos (Buenos Aires; 38°16°03°°S, 60°07°44°°0) Adaptado de Tabla 6.1 (Capitulo 6)

2009 8 Parche Girasol Trigo LC 50+£1,2 4,2+3,0 3,4 10° 240

2010 <1 Aisladas Girasol Soja LO 48+1,1 Aisladas 2,0 10? 240

2011 26 Total Girasol Soja 2da LO 51+0,9 1,8+1,6 4,7 10° 240

2012 10 Total Girasol Soja LO 41+1,3 4,8+4,7 4,810° 240

Colonia Barén (La Pampa; 36°10°32°°S, 63°52°32°°0)

2004 <0,5 Aisladas Girasol Girasol LC 43+1,1 Aisladas <10 0,01

2009 <2 Aisladas Girasol Maiz LC 3,4+0,7 Aisladas 100 0,01

2011 70 Total CN CN CN - 47+1,6 2,610° 0,01

Relmé (La Pampa; 36°15°58°°S, 63°25°28°°0)
2012 20 Total Girasol Maiz LO 41+1,0 4,2+1,2 8,4 10° 0,1

LO: labranza cero; LC: labranza convencional; CN: campo natural.
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Figura 2.3: Posicionamiento satelital de los procesos invasivos destacados de H. annuus (ANN) en la regién Central Argentina. a- Tres

arroyos, b- Colonia Barén, c- Relmé.
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En Enero de 2009, los establecimientos de Colonia Bardn y de Tres Arroyos se encontraban
severamente invadidos en mas de 50 ha, observandose sectores con 11 malezas m2. La
observacion por mas de cuatro afios mostrd un crecimiento del area invadida. Otro proceso
invasivo mas reciente, descripto en Marzo de 2012, estaba ubicado en la localidad de
Relmé (La Pampa). La poblacion agrestal se encontré invadiendo tres lotes de mas de 70 ha

cada uno, cultivados con girasol bajo diferentes situaciones de manejo.

PET se hallé invadiendo mds de 50 lotes de produccién, siendo la maleza anual del género
Helianthus mas frecuente en Argentina. Principalmente fue observada en el Este de la
provincia de La Pampa, sobre el centro y el Norte de la misma. En el Oeste de la provincia
de Buenos Aires fueron descriptos mas de diez casos y solo dos en San Luis. En mds de la
mitad de los casos enmalezados con PET, el cultivo afectado también era girasol. Solo el 18
% de los casos se encontrd en condiciones de campo natural o durante el periodo de
barbecho. En mas del 75 % de los lotes enmalezados con PET, los individuos se distribuian
en el total del drea o estaban agrupados en parches, mientras que en la minoria de los
casos (< 25 %), las plantas se encontraban distribuidas de manera aislada. La mayor parte
de las poblaciones observadas tenian entre 10 y 1000 individuos, distribuidas en lotes de
50-100 ha. Menos del 10 % de los casos superaron 100 ha de superficie y un millén de

plantas.

Los procesos invasivos de PET destacados fueron observados en la provincia de La Pampa
(Tabla 2.6 y Figura 2.4). En Marzo de 2010 en la localidad de Lonquimay, un lote de girasol
de 100 ha, con lineas distanciadas a 52 cm y bajo labranza minima, presento el 40 % de la
superficie invadida por mas de un milldén de plantas de PET. A 20 km de este
establecimiento, en la localidad de Catrild, se observé el proceso invasivo que de acuerdo a
los registros orales seria uno de los mas antiguos de la region Central Argentina. Alli, la
poblacién agrestal de PET, de mas de un millén de individuos, fue observada por mas de
tres anos sucesivos (2009-2012) ocupando los espacios no labrados entre las lineas de

plantas de un establecimiento forestal de 100 ha.

En Marzo de 2012, se observd un lote de 60 ha en la localidad de Macachin, que estaba
severamente invadido por PET. La poblacién, de mas de un millén de individuos, se

encontraba distribuida de manera generalizada en el lote, que estaba cultivado con girasol

43



confitero bajo el sistema de labranza cero. La invasién, iniciada en el afo 2004, estaba
afectando a un cultivo de girasol, el cual habia sido tratado con los herbicidas

fluorocloridona y acetoclor, sin resultados satisfactorios (Remigio Haberkon, com. pers.).

En los cultivos de girasol, las plantas fuera de tipo, adjudicadas a contaminantes genéticos
de las semillas (CON), se distribuyeron de manera aislada o total, segin el grado de
contaminacién de la semilla. En general los lotes contaminados tenian una superficie entre
50-100 ha, con sistema de labranza minima o cero. El tamafio poblacional de CON fue
menor a 300 plantas. En 14 de los casos observados, una o mas plantas fuera de tipo
contaban con el disco central del capitulo de color rojo, antocianinas en tallo y peciolos,
indicando posible hibridacién con Helianthus naturalizado. También se observaron dos

casos de androesterilidad.

El caso mds severo de invasion por CON fue registrado en Febrero de 2012 en Miramar
(Buenos Aires), en un lote de girasol de 80 ha, con mas de 50 pl ha™. Debido a que en las
plantas CON predominaba la presencia de antocianinas en tallos y peciolos, ramificacion
total y color de disco rojo, se estimd que se trataba de semilla contaminada genéticamente

con H. annuus, ruderal o agrestal.

En proximidades de la localidad de Necochea (Buenos Aires), se observé un lote de girasol
de 80 ha de superficie que presentaba una planta CON muy particular. Esta planta maleza,
gue por su posicion habia surgido de una semilla plantada durante la operacion de
siembra, presentaba ramificacion total, antocianinas en tallo y peciolos y color de disco
rojo. La presencia de pelos blancos en el centro del disco impidié que pudiera descartarse
gue se tratase de una planta CON surgida de la hibridacion entre la linea parental femenina

fecundada con polen de PET.

Las plantas HIB, con rasgos indicativos de formar parte de generaciones avanzadas luego
de la hibridacién entre girasol, ANN y PET, fueron observadas predominantemente en
cultivos de girasol. Los casos estaban compuestos por menos de diez individuos HIB,

distribuidos de manera aislada en lotes con superficie y sistema de labranza variable.

En Febrero de 2011 se observo en Anguil (La Pampa) un lote cultivado con alfalfa invadido

por plantas HIB. Este cultivo, que se encontraba en buen estado de implantacidn,
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presentaba 30 ha invadidas por una poblacion menor a 50 individuos con caracteristicas
morfoldgicas indicativas de hibridacidon PET x SUN. Las plantas presentaban rasgos de PET e
intermedios a ambas especies. Entre ellas se destacé la presencia de antocianinas,
ramificacién total y de pelos blancos en el centro del capitulo, asi también como didmetro

del capitulo de 3,5 cm y filarias de 9 mm y de forma intermedia.
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Tabla 2.6: Caracterizacion agroecoldgica de los procesos invasivos destacados de H. petiolaris en la region Central Argentina.

Ao Superficie  Distribucién Cultivo Cultivo Sistema Densidad Densidad Tamafio Cercaniaa
invadida de la maleza Invadido antecesor de cultivo maleza poblacional poblacién
(ha) labranza (pl m™) (pl m?) (n) ruderal (km)

Lonquimay (La Pampa; 36°29°02°°S, 63°37°45°°0)
2010 40 Parche Girasol Girasol LM 2,5+1,6 20,6 +8,4 8,2 10° 0,5
2012 60 Total CN CN CN - 25,0+ 8,9 15 10° 0,5
Macachin (La Pampa; 37°07°5°°S, 63°41°10°°0)
2012 60 Total Girasol Girasol LO 4,3+0,9 1,9+0,9 1,110° 0,5
Catril6 (La Pampa; 36°20°50°°S, 63°26°26°'0)
2010 100 Total Conifera Conifera - 0,07 18,7+7,4 5,5 10° 0,5

LO: labranza cero; LM: labranza minima; CN: campo natural.
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Figura 2.4: Posicionamiento satelital de los procesos invasivos destacados de H. petiolaris (PET) en la regién Central Argentina. a-

Lonquimay, b- Macachin, c- Catrilé
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DISCUSION

El cultivo de girasol ha sido tradicionalmente de gran importancia en Argentina, superando
los cuatro millones de ha sembradas distribuidas en mas de seis provincias hacia el final de
la década de 1990 (MinAgri, 2013). Durante ese periodo destacado del cultivo, las
poblaciones anuales del género Helianthus no eran consideradas un problema para la
produccién agricola, debido principalmente a que crecian en las banquinas de rutas y
caminos vecinales, en su forma ruderal. En los ultimos 25 afios, las poblaciones ruderales
encontraron un ambiente favorable y se difundieron en habitats semidridos y suelos

arenosos de Argentina (Poverene et al., 2002).

Las poblaciones ruderales de H. annuus se hallaron distribuidos en un gran rango de
latitudes, con puntos extremos en los alrededores de la localidad de Puan al sur; el limite
del area de riego de la ciudad de San Juan, en el extremo noroeste y la poblaciéon de
Diamante, Entre Rios, al este (Cantamutto y Poverene, 2003). Las poblaciones de PET se
hallaron con mayor abundancia en suelos sueltos en el este de La Pampa y el oeste de
Buenos Aires, pero se observaron extensas poblaciones desde Villa Mercedes hacia el sur
de San Luis. Ambas especies comparten varias dreas de Buenos Aires, La Pampa y Cérdoba,
donde la presencia de individuos intermedios indica hibridacion entre ellas (Covas y Vargas

Lépez, 1970; Poverene et al., 2002).

Actualmente la superficie cultivada con girasol ha disminuido significativamente, no
superando los dos millones de hectdreas para la campafia 2012/2013
(www.bolcereales.com.ar). El cultivo fue desplazado hacia zonas marginales de la provincia
de La Pampa, Buenos Aires y San Luis, en coincidencia con las regiones donde habitan las
poblaciones naturales del género Helianthus, estimandose una superposicién con el cultivo
del 50 % (Poverene et al., 2002). Considerando los lotes de girasol observados (mas de 650)
y el nimero de casos estudiados en cada afio, se estimd que entre el 10 % y el 30 % de los

lotes presentaban plantas de H. annuus y H. petiolaris.

En Argentina, el proceso invasivo de biotipos agrestales de ANN es reciente. Si bien se
observaron plantas agrestales de ANN en cultivos de girasol en las provincias de La Pampa,
Buenos Aires y Cdrdoba, los casos mas destacados estuvieron concentrados en las

localidades de Tres Arroyos, Colonia Bardon y Relmé. Debido a que es una especie aldgama
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autoincompatible (Harter et al., 2004), los caracteres de ramificacidn, presencia de
antocianas en el tallo y color de las semillas mostraron gran variabilidad entre los
individuos de las poblaciones. Esta variacién también podria aparecer como resultado de la

frecuente hibridacion con girasol (Casquero et al., 2013).

La observacion periddica (> cuatro afios) de los procesos invasivos mas graves, en las
localidades de Tres Arroyos (Buenos Aires) y Colonia Bardn (La Pampa), confirmd el
aumento del drea invadida. Dado que en Colonia Barén conviven poblaciones ruderales de
ANN y PET (Cantamutto et al., 2008), el flujo génico entre ellos y el cultivo podria haber
facilitado la emergencia de rasgos para el comportamiento agrestal. Ello también podria
ser un factor facilitador del proceso invasivo descripto en 2012 en la localidad de Relmé (La
Pampa), donde también conviven poblaciones naturales de las dos especies. Los biotipos
agrestales se encontraban invadiendo tres lotes de mas de 100 ha, cultivados con girasol

bajo situaciones diversas de manejo.

En América del Norte se considera que las formas agrestales de ANN evolucionaron a partir
de poblaciones ruderales cercanas al girasol (Kane y Rieseberg, 2008). Dado que en la zona
de Tres Arroyos no se registraron poblaciones ruderales, la invasién podria haberse iniciado
a partir de diseminulos transportados por maquinas cosechadoras desde regiones
invadidas con plantas ruderales (Ver capitulo 6). Debido a la presencia de grupos
empresariales que producirian tanto en esta zona como en la localidad de Relmd
(Propietario de establecimiento “Las Varillas”, com. pers.), no podria descartarse a Relmo
como posible origen de la poblacion de Tres Arroyos. En el nuevo habitat, la semilla podria
haber ingresado acarreada por las mdaquinas agricolas. A partir del foco inicial el
crecimiento poblacional estuvo asociado a una alta frecuencia de girasol en el

establecimiento (Casquero et al., 2013).

Debido a que se trata de una misma especie, ANN hibrida facilmente con el girasol (Arias y
Rieseberg, 1994, Ureta et al., 2008b). En América del Norte, la tasa de hibridacion entre las
formas cultivadas y ruderales alcanza un 42 % (Whitton et al., 1997) y los alelos del girasol
persisten en frecuencias hasta 38 % en las poblaciones simpatricas (Linder et al., 1998).

Aunque la hibridacién interespecifica con el girasol es mas compleja, algunas poblaciones
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ruderales de PET también presentaron signos de hibridacién e introgresién del girasol

(Poverene et al., 2002).

El flujo génico entre el girasol y sus dos parientes presentes en la flora natural de Argentina
se observé en toda el drea de distribucién, con una frecuencia de hibridacién que pueden
alcanzar el 18 % para ANN y 1,3 % en PET (Poverene et al., 2008; Ureta et al., 2008b). Las
plantas F1 originadas a partir de la hibridacion entre girasol y alguno de estas dos especies
naturalizadas son vigorosas y fértiles, aunque producen menos inflorescencias que el taxa

naturalizado y por lo tanto, menos semilla (Snow et al., 1998).

La problematica de las plantas VOL, emergidas de semilla no nacida o diseminada durante
la cosecha, incluye a especies cultivadas tales como girasol, maiz, colza, trigo, poroto adzuki
y lino, entre otros (Wall y Smith, 1999; Anderson y Soper, 2003; Kramer et al., 2010;
Bushong et al., 2011; Marquardt et al., 2012; Krato y Petersen, 2012). El efecto negativo
incluye no solo la competencia con el cultivo por recursos. En el caso del girasol, los VOL
pueden actuar como intermediarios o “puente bioldgicos” entre el cultivo y las poblaciones
espontaneas (Reagon y Snow, 2006). Esta funcidon también se conoce en cultivos de colza,
trigo y remolacha azucarera (Colbach et al., 2001; Arnaud et al., 2003; Anderson y Soper,
2003). A pesar de que los frutos de las plantas VOL podrian ser cosechados y aportar al
rendimiento del cultivo, si pasan a formar parte del banco de semillas del suelo, podrian

germinar, florecer y exponer al flujo génico a las poblaciones espontaneas.

Las plantas VOL fueron observados en 12 establecimientos, de los cuales mas de la mitad
se ubicaban en la provincia de Buenos Aires. Estas malezas no serian un serio problema
debido a su escasa frecuencia en lotes de produccién. Sin embargo, debido a que es
frecuente observarlos en su forma ruderal en banquinas o caminos vecinales de la region
Central Argentina (Poverene et al., 2002), podrian aportar genes de las formas cultivadas a
los parientes silvestres. En ese supuesto, la introgresién de genes de tolerancia a herbicidas

seria agroecolégicamente alarmante (Ellstrand, 2003).

Las plantas de las poblaciones naturales de ANN pueden hibridar facilmente con las lineas
parentales androestériles durante la produccién de semilla hibrida y comprometer asi la
pureza de la simiente (Cantamutto et al., 2007; Muller et al., 2009). Las plantas fuera de

tipo de ese origen, serian facilmente reconocidas por presentar una o mas de las siguientes

51



caracteristicas; centro del disco color rojo, antocianinas en tallo y peciolos vy
androesterilidad (Poverene et al., 2002; Ureta et al., 2008b; Presotto et al., 2011). Al menos
14 de los casos con plantas CON, presentaban individuos con alguno de estos rasgos. En los
restantes, las plantas CON mostraban centro de disco amarillo y no presentaban
antocianinas en tallo y peciolos, indicando que posiblemente eran descendientes de las
lineas restauradoras de la fertilidad, utilizadas en la produccién de semilla hibrida de

girasol.

Si bien el grado de aparicién de CON fue llamativo, la densidad de plantas fuera de tipo
observada en la regidon Central Argentina estuvo debajo del nivel tolerado por la OECD
(2012). Segun estas normas, la semilla hibrida de girasol podria producir menos del 5 % de
plantas fuera de tipo. De esta manera, la tolerancia legal admite hasta 2000 plantas fuera
de tipo por ha, considerando que la densidad recomendada ronda 40000 pl ha™. De
acuerdo a datos propios (no publicados) una densidad de 0,3 CON m™, que representa
4,2% de plantas fuera de tipo para una densidad de siembra de 71000 pl ha, podria
disminuir hasta un 20 % la produccion del girasol. Esta densidad esta por debajo del valor

maximo admitido en el comercio internacional de semillas hibridas de girasol (OECD, 2012).

El presente estudio alerta sobre el potencial problema asociado a la presencia de malezas
de las especies H. annuus, H. petiolaris y sus formas intermedias que era subestimado por
el sector cientifico-tecnoldgico agropecuario dos décadas atras. Ni el sistema de laboreo, ni
el cultivo antecesor se asociaron a la presencia de malezas de H. annuus y H. petiolaris. En
la region Central Argentina, la aparicion de poblaciones agrestales de H. annuus y H.
petiolaris estuvo altamente asociadas al cultivo de girasol. La alta frecuencia de plantas
fuera de tipo, adjudicadas a contaminantes de semillas, puso en evidencia defectos en los
controles y sistemas de depuraciéon de los lotes de produccién de semilla hibrida. También
podria adjudicarse a que la produccién de semillas se habria realizado en regiones en las
que existen poblaciones espontaneas de Helianthus anuales. La localizaciéon de mas de 140
lotes invadidos con estas malezas en los cuatro afios estudiados marca la elevada la

capacidad invasiva de estos biotipos.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION FENOTIPICA
DE POBLACIONES AGRESTALES

DE H. annuus Y H. petiolaris DE
ARGENTINA
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INTRODUCCION

El creciente interés en el estudio de las invasiones bioldgicas ha impulsado la revisién del
|éxico utilizado en la bibliografia especializada (Richardson et al., 2000). Se considera
introducida a una planta no-nativa que ha ingresado a un drea, atravesando una barrera
geografica como resultado de la actividad humana (Tabla 3.1). Algunas plantas introducidas
son casuales, pues no forman poblaciones estables y su nueva ocurrencia depende de
continuas re-introducciones. Las especies que son capaces de reproducirse en forma
auténoma en el nuevo habitat son conocidas como naturalizadas o espontaneas. Un
subgrupo de las especies naturalizadas, que se dispersan mas alla del area en el cual fueron
introducidas, son consideradas invasoras. Previo a la etapa de incremento del area
ocupada, una especie invasora debe pasar por las etapas de introduccién, colonizacién y

naturalizacion (Radosevich et al., 2003; Richardson y Pysek, 2012).

Solo el 10 % de las especies trasladadas fuera de su habitat nativo son efectivamente
introducidas en nuevos hébitats, y solo el 10 % de ellas llega a naturalizarse (Williamson y
Fitter, 1996). Entre el 50 y 80 % de las plantas invasoras alcanzan el estatus o

denominacion de maleza (Rejmanek, 2000; Richardson et al., 2000).

En el comienzo del proceso de domesticacion, las plantas cultivadas eran indistinguibles de
sus parientes silvestres. Con el desarrollo de la agricultura, la actividad humana seleccioné
rasgos agronémicamente Utiles para los sistemas productivos, dando por resultado plantas
cultivadas que difieren de sus parientes silvestres (Harlan et al., 1973; Warwick y Stewart,
2005; Hancock, 2012). Entre los rasgos de domesticacion mas frecuentes se observa el
mayor porte, fertilidad, velocidad de germinacién, crecimiento determinado, indehiscencia

y alta produccion por unidad de superficie.
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Tabla 3.1: Terminologia utilizada para la clasificacion de especies en los estudios de

ecologia invasiva de plantas (Adaptado de Richardson et al., 2000; Pysek et al., 2004;

Gressel, 2005; Booth et al., 2003).

Término Sinénimos Definicion
Poblacién Grupo de individuos de la misma especie que comparten tiempo y
espacio
Biotipo Grupo de individuos con similar estructura genética pero
responden al ambiente de manera distinta a otros grupos de la
misma especie
Nativas Indigenas Originada en un area dada o llegada a ella sin intervencién humana
No-nativas Exdticas Su presencia en un drea determinada estd dada por su
Aliens introduccion, accidental o intencional, como resultado de Ia
No-nativas actividad humana. También se la denomina
No-indigenas
Casuales Subespontaneas  No-nativas que pueden florecer, ocasionalmente reproducirse,
Efimeras pero no pueden formar poblaciones auto-sostenidas
Ocasionales
Naturalizadas Espontédneas No-nativas capaces de mantener una poblacién por al menos 10

Establecidas

Invasoras
Malezas Nocivas
Problematicas
Perjudiciales
Agrestales Segetal
Ruderales
Feral Dedomesticado
Endoferal
Exoferal

afios sin intervencion humana directa.

Naturalizadas capaces de producir descendencia a distancias
considerables de sus parentales, por lo tanto tienen la capacidad
de dispersarse

Plantas que crecen en sitios no deseados y tienen impacto

econdmico y/o ambiental

Maleza de tierra agricola

Maleza de tierras no cultivadas. Se encuentran en lugares
abandonados, asi como bordes de caminos, canales, vias férreas,
basurales

Planta que han perdido parcial o totalmente rasgos de
domesticacién, surgida a partir de plantas domesticadas, con
capacidad de perpetuarse sin ayuda humana directa

Planta feral surgida a partir de mutaciones espontaneas de
parientes domesticados

Planta feral surgida a partir de cruzamiento ente los cultivos y los

parientes que crecen en forma natural
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Algunas plantas domesticadas recobran la capacidad de reproducirse en estado silvestre,
por un proceso evolutivo denominado feralidad. A diferencia de las cultivadas, las plantas
ferales son capaces de reproducirse en forma auténoma, sin depender de practicas
agricolas (Gressel, 2005). Pueden distinguirse dos caminos por los cuales una especie
puede evolucionar hacia la feralidad: a través de la “endoferalidad”, donde la especie se
dedomestica debido a la aparicién de mutaciones espontaneas, o a través de la
“exoferalidad”, donde los parientes de la flora natural contribuyen con genes que facilitan

la adaptacion al ambiente en el que se reproducen sin ayuda humana directa.

Existen multiples formas de definir el término “maleza” (Baker, 1965 y 1974; Harlan y de
Wet, 1965; Grime y Hunt, 1975; Grime, 1977; Booth et al., 2003). Se reconoce como
malezas a aquellas plantas perjudiciales o indeseables en determinado lugar y en cierto
tiempo (Marzocca et al., 1976). Las malezas que ocurren dentro de los cultivos en tierras
agricolas son denominadas agrestales, mientras que las que se encuentran en espacios
abandonados, como bordes de caminos, vias férreas, canales, reciben la denominacion de
ruderales (Holzner, 1978; Warwick y Stewart, 2005). Especies o poblaciones que no ocupan

habitats disturbados son consideradas silvestres o “no-malezas”.

Se ha sugerido que la competencia, el estrés y el disturbio son determinantes de la
vegetacion herbdcea. Seguin su importancia relativa de cada uno de ellos, es posible
distinguir tres tipos de estrategias reproductivas (Grime, 1974). La “estrategia competitiva”
incluye aquellos atributos que mejoran la captura y utilizaciéon de recursos, tales como
elevada area foliar. Esta estrategia generalmente se observa en especies invasoras que
ocupan extensas areas desplazando a otras. Las especies con “estrategia de tolerancia a
estrés” en general poseen baja tasa de crecimiento y estatura, mientras que las que poseen

III

“estrategia ruderal” tienen la capacidad de establecerse y crecer rdpidamente, asi también

como priorizar la produccién de semillas a expensas del crecimiento vegetativo.

Comparando especies cultivadas y malezas de un mismo género, Baker (1965 y 1974)
discutié varios caracteres asociados a las malezas (Tabla 3.2). Una especie dada, con
presencia de solo algunos de estos caracteres, es poco probable que se convierta en una
maleza exitosa. Por el contrario, cuanto mas de estos caracteres presenta, aumentan las

probabilidades de que resulte una maleza exitosa.
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Las malezas constituyen una de las adversidades bidticas mds complejas de la agricultura
gue han evolucionado a partir de fuerzas selectivas, para evitar ser eliminadas por el
hombre (Vigueira et al.,, 2013). La proporcién de especies vegetales que pueden ser
malezas es muy elevada, estimada en un 10 % de las 260000 especies de plantas vasculares
son potencialmente invasoras (Rejmanek, 2000). El entendimiento de cémo y por qué
ciertos rasgos bioldgicos promueven la invasividad, seria una importante herramienta para

aplicar en técnicas de prevencion y erradicacion.

Algunos caracteres fenotipicos que pueden diferenciar a poblaciones agrestales y ruderales
son la tasa de germinacién, tiempo térmico a floracion y respuesta a herbicidas (Hermanutz
y Weaver, 1991 y 1994), aunque estos pardmetros pueden ser inconsistentes (Hermanutz,
1991). Renddn y Nunez-Farfan (2000) encontraron diferencias en el crecimiento, fenologia
y destino de la biomasa entre poblaciones agrestales y ruderales de malva cimarrona
(Anoda cristata). En general, las plantas de poblaciones agrestales crecieron mas rapido, se
reprodujeron antes y destinaron mayor biomasa a la reproduccion (semillas mas grandes)
que los ruderales. Los estudios sobre los caracteres fenotipicos, asociados al éxito de

algunas especies para invadir tierras agricolas, son escasos y de resultados no conclusivos.

Las invasoras-exitosas del Mediterrdneo cuentan con hojas grandes, largo periodo de
floracion, dispersiéon anemafila o por vertebrados y floracidn estival (Lloret et al., 2005). En
ellas prevalece la reproduccion vegetativa, mientras que la presencia de estructuras de
defensa y toxicidad no es indispensable. Baker (1965) encontrd que los biotipos maleza de
los géneros Eupatorium y Ageratum fueron mas precoces que los biotipos silvestres. Entre
mas de 19000 especies de EE.UU., Sutherland (2004) encontré que las consideradas
malezas fueron mayormente plantas herbaceas, anuales o bianuales, autocompatibles e
intolerantes al sombreado. Las plantas malezas no se diferenciaron de las silvestres en el

tipo de sexualidad, ni en la dependencia del proceso de polinizacién.

Dos especies anuales del género Helianthus; H. annuus (ANN) y H. petiolaris (PET), estan
naturalizadas en Argentina (Poverene et al., 2002). En el centro de origen el taxa agrestal
de ANN ha sido identificado como maleza nociva en mas de 20 cultivos (Tabla 1.2). Aunque
PET se comporta como maleza en mas de 40 estados de Norteamérica (USDA, 2014), en

Argentina no era considerada una maleza (Poverene et al., 2002). Sin embargo, en los
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ultimos afos esta especie también se la ha encontrado interfiriendo cultivos en Argentina

(Belmonte et al., 2007).

Ambas especies se encuentran distribuidas en la parte Central Argentina, en un drea que se
superpone en un 50 % con la del cultivo de girasol (Poverene et al., 2004). A pesar de la
gran habilidad competitiva que presenta el girasol, las malezas pueden disminuir su
rendimiento e interferir en el proceso de cosecha (Blamey et al., 1997). Las malezas
también disminuyen la calidad comercial e industrial del cultivo, cuando sus érganos
reproductivos aparecen como cuerpos extrafios de los granos cosechados (Booth et al.,

2003).

La caracterizacidn bioldgica, ecoldgica y de los condicionantes geograficos de las especies
invasoras es una herramienta util para estimar las areas y ecosistemas susceptibles de ser
invadidos (Pheloung et al., 1999). La deteccion temprana de procesos invasivos de plantas
puede facilitar la erradicacion anticipada de la especie y evitar la aplicacidon de estrategias
defensivas, que en general son econdmicamente desfavorables (Rejmanek y Pitcairn,
2002). La deteccion temprana, también maximiza el control a largo plazo y minimiza el
impacto sobre el medioambiente (Lass et al., 2005). A pesar de reconocerse la importancia
de la caracterizacidn bioldgica de las malezas, los estudios realizados con el objetivo de
encontrar caracteres o atributos que distingan a todas las especies invasoras no han sido

conclusivos (Rejmanek y Richardson, 1996).

Mas de la mitad de los 139 casos estudiados en La Pampa (59 %), Buenos Aires (34 %),
Cérdoba, San Luis, Rio Negro (7 %) presentaron plantas agrestales de ANN, hibridos entre
biotipos o voluntarios del girasol. El resto de los casos estuvieron constituidos por PET
(Capitulo 2). Los biotipos agrestales de especies anuales del género Helianthus de
Argentina pueden afectar el rendimiento y la calidad del girasol. Si se detectaran rasgos
fenotipicos distintivos de los biotipos agrestales podria actuarse con mayor certeza para

limitar su difusion.
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Tabla 3.2: Caracteristicas de la maleza de ciclo anual “ideal”. Adaptado de Baker (1965 y

1974).

Capacidad de germinar en un amplio rango de condiciones
Germinacion escalonada y semillas longevas

Rapido crecimiento entre la fase vegetativa-reproductiva

Produccidén de semilla continua, mientras las condiciones de crecimiento lo permitan
Autocompatibilidad, pero no completa autogamia o apomixis

Alégamas con polinizadores no-especificos

Gran produccién de semillas bajo condiciones ambientales favorables

Produccién de semillas en un amplio rango de condiciones ambientales: plasticidad y
tolerancia

Capacidad de dispersarse a corta y largas distancias

Capacidad de desplazar a otras especies por mecanismos especiales; crecimiento en

roseta, produccion de aleloquimicos, crecimiento explosivo
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HIPOTESIS

Las poblaciones agrestales de H. annuus y H. petiolaris de Argentina se diferencian de las

ruderales por rasgos fenotipicos.
OBIJETIVOS

Caracterizar fenotipicamente plantas agrestales y ruderales de H. annuus y H. petiolaris

halladas en condiciones naturales de la regiéon Central Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

Se caracterizé en el campo experimental a plantas agrestales de las dos especies invasoras
de Argentina; ANN y PET, a partir de semilla recolectada bajo condiciones naturales. La
observacion fue realizada en un jardin comun en el departamento de Agronomia de la
Universidad Nacional del Sur (UNS), (38°41'46"S, 62°14'55"0), durante tres ciclos estivales,
incluyendo los afios 2010 a 2012. Como controles se cultivd la progenie de plantas de

poblaciones ruderales de las dos especies anuales.

El estudio consté de 18 poblaciones naturales de PET (11 agrestales y 7 ruderales) y 13
ANN (3 agrestales y 10 ruderales) (Tabla 3.3 y 3.4). Las poblaciones fueron colectadas en 23
viajes de relevamiento en la regién Central Argentina (Capitulo 2). Se considerd agrestal a
aquellas poblaciones o plantas que se encontraron dentro de un cultivo. Las plantas que
estaban fuera del cultivo, en bordes de caminos, alambrados y banquinas no cultivadas,

fueron consideradas ruderales.

Las poblaciones fueron sembradas en bandejas multicelda con sustrato comercial Growmix
(Multipro) y criadas en invernaculo con luz natural, riego diario y a temperatura de 20-25
°C. En el estado de cuatro hojas verdaderas (V4; Schneiter y Miller, 1981), en el mes de
Noviembre, las plantas fueron trasplantadas al campo experimental, bajo un marco de

plantaciéon de 0,3 x 2 m.

En el estadio R6, la progenie (n = 10) de las poblaciones naturales (n = 31) fue caracterizada
mediante 20 rasgos métricos y 11 categdricos (Tabla 3.3). Se siguié la fenologia

considerando las fechas de los estadios R1, R6 en primer capitulo desarrollado y R9 en
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ultimo capitulo desarrollado (fin de floracién). Con la finalidad de evitar predacidn por
aves, en R6 se tapd con bolsas de malla de poliacrilamida un conjunto representativo de

capitulos (n > 10) de cada progenie.

En el estadio R9, los capitulos fueron cosechados y secados al aire en condiciones de
laboratorio. Se determind el didmetro del capitulo, nimero, peso y biomasa de las semillas.
El nimero de semillas por planta se estimé considerando el nimero de semillas/capitulo y
el nimero de capitulos/planta. La biomasa de semilla se obtuvo, en cada capitulo, como

cociente entre el nimero de aquenios y peso de los mismos.
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Tabla 3.3: Poblaciones naturales utilizadas para la caracterizacion de biotipos agrestales de Helianthus annuus de Argentina.

Acrénimo Origen’ Departamento/ Habitat Tamafio Area Ocupada (ha) Aiio de primer
Partido Poblacional (n) registro
H. annuus AGRESTAL
BAR-A Colonia Bardn (LP) Quemu Quemu Cultivo de girasol 10° 50-100 2000
REL-A Relmé (LP) Quemu Quemu Cultivo de girasol >10° 50-100 2012
BRW-A Tres Arroyos (BAI) Tres Arroyos Cultivo de girasol 10° 50-100 2009
H. annuus RUDERAL
BAR-R Colonia Barén (LP) Quemu Quemu Camino de tierra 10°-10° 0,5 2000
REL-1 Relmo (LP) Quemu Quemu Préximas a lote invadido por REL-A 10%-10° 0,2 2012
REL-2 Relmo (LP) Quemu Quemu Poblacién cercana a REL-1 10%-10° 1,5x 107 2012
PUM-R Puan (BAI) Puan Lindera a canal de desagiie de Malteria Pudn 10%-10* 1,5 2000
UNS-1 UNS (BAI) Bahia Blanca Debajo de arboleda <10 Aisladas 2010
UNS-2 UNS (BAI) Bahia Blanca Debajo de arboleda <10 Aisladas 2010
TOL-R Toledo (COR) Santa Maria Banquina sin cultivar 10-10° 1,5x 102 2010
RCU-R Rio Cuarto (COR) Rio Cuarto Lindera al Aeroclub 10° 200 2000
DIA-R Diamante (EE) Diamante Barranca del rio >10* 10 2000
MAG-R Media Agua (SJ) Sarmiento Cercana a cortina de dlamos en drea de riego por >10* 40 2000

inundacién

YLP=La Pampa, BAl= Buenos Aires, SL= San Luis, COR= Cérdoba, EE= Entre Rios, SJ= San Juan
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Tabla 3.4: Poblaciones naturales utilizadas para la caracterizacion de biotipos agrestales de Helianthus petiolaris de Argentina

Acrénimo Origen’ Departamento/ Habitat Tamafio Area Ao de primer
Partido Poblacional (n)  Ocupada (ha) registro
H. petiolaris AGRESTAL
LON-A Lonquimay (LP) Catrild Campo natural intensamente invadido 10° 50-100 2010
FOR-A Catril6 (LP) Quemu Quemu Monte forestal Dos afios de seguimiento 10° 50-100 2010
SOJ-A Catrilo (LP) Catrilo Cultivo de soja <10 Aisladas 2010
RIV-A Rivera (LP) Adolfo Alsina Banquina cultivada con girasol 10%-10° <10 2010
ANG-A Anguil (LP) Capital Cultivo de girasol 102-10* <10 2011
CER-A Cereales (LP) Atreucd Cultivo de girasol recientemente cosechado 10%-10* 50-100 2012
MAC-A Macachin (LP) Atreuco Cultivo de girasol 10%-10* 10-50 2012
LIN-A Macachin (LP) Atreucéd Cultivo de girasol severamente invadido. 10° 50-100 2012
VER-A Vertiz (LP) Chapaleufu Cultivo de girasol 10%-10° 50-100 2011
CON-A Villa Mercedes (SL) General Pedernera  Cultivo de girasol confitero 10%-10° 50-100 2011
NAT-A Arizona (SL) Gobernador Dupuy  Rastrojo de maiz del afio anterior 10%-10° 50-100 2011
H. petiolaris RUDERAL

SRO-R Santa Rosa (LP) Capital Banquina relativamente aislada de lotes de girasol >10° 100 2000
LUI-R Ing. Luiggi (LP) Realico Linderas a un cultivo de girasol >10° 200 2002
MAC-R Macachin (LP) Atreucd Préximas a lote invadido por MAC-A 10° 3x107 2012
CER-R Cereales (LP) Atreucd Préximas a lote invadido por CER-A 10? 3x107 2012
ANG-R Anguil (LP) Capital Préximas a lote invadido por ANG-A 10? 3x107 2011
CUE-R Cuero de Zorro (BAI) Trenque Lauquen Borde de camino de tierra, introgresion de cultivo 10 1,5 2002
UNS-P UNS (BAI) Bahia Blanca Debajo de arboleda <10 Aisladas 2010

'LP=1a Pampa, BA= Buenos Aires, SL= San Luis



Tabla 3.5: Descriptores utilizados para la caracterizacién de la progenie de poblaciones

agrestales del género Helianthus, cultivadas en un jardin comun.

Sigla Descriptores Procedencia Tipo Detalle
Caracteres de la planta

PUBT Pubescencia M Categdrico  Presencia o ausencia de pelos en el tallo a madurez
fisioldgica

RAMI Ramificacion AyM Categdrico  Segun ubicacidn en la planta: SIN: sin ramificacidn; BS:
solo en la base; AP: solo en la parte superior; T: en
toda la planta

ALTU Altura AyM Métrico Altura de la planta (cm) en madurez fisioldgica

DIAT Diametro de tallo M Métrico Didmetro de tallo (cm) en la mitad del mismo, en
madurez fisioldgica

CPRI Capitulo principal A Categodrico  Presencia o ausencia de algun capitulo con dominancia
sobre el resto

NCAP  Numero de capitulos A Métrico Producto entre el nUmero total de ramificaciones por
planta y el nimero promedio de capitulos por
ramificacion, a madurez fisioldgica

ANTO Antocianina A Categorico  Nivel de pigmentacion rojiza en tallo y peciolos,
caracteristica de las antocianinas. Rangode 0 a 5,
intensidad creciente

Caracteres de la hoja

NHOJ Numero M Métrico Numero total de hojas presentes en el tallo principal

AHOJ Ancho M Métrico Ancho mayor de la hoja (cm).

LHOJ Largo A Métrico Largo de la hoja (cm).

LPEC Largo del peciolo A Métrico Largo del peciolo de la hoja (cm).

BHOJ Forma de la base A Categérico  Segun forma de la base: cuneadas o cordadas

FHOJ Forma de la hoja AyM Categorico  Segun forma de la hoja: oblonga, lanceolada,
triangular, cordiforme, redondeada

SHOJ Superficie AyM Categorico  Segun tipo de superficie: lisa: lamina sin ondulaciones;
poco encrespada: lamina con suaves ondulaciones;
muy encrespada: lamina con fuertes ondulaciones

MHOJ Margen de la hoja AyM Categdrico  Segun margen: Liso, débilmente aserrado o muy

aserrado
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Continuacion tabla 3.5

Sigla Descriptores Procedencia Tipo Detalle

Caracteres de la inflorescencia

NLIG Numero de flores liguladas A Métrico Numero de flores liguladas presentes

ALIG Ancho de flor ligulada A Métrico Ancho mayor de las flores liguladas (cm)

LLIG Largo de flor ligulada A Métrico Largo de las flores liguladas (cm)

NFIL Numero de filarias A Meétrico Numero de bracteas o filarias situadas en el
dorso del capitulo

PFIL Punta de filarias A Categdrico  Segun forma de la punta de las filarias en:
agudas o acuminadas

LFIL Largo de filarias A Métrico Largo de las filarias (cm)

AFIL Ancho de filarias A Métrico Ancho basal de las filarias (cm)

DIAC Didmetro de capitulo M Métrico Diametro del capitulo (cm)

CDIS Color del disco A Categodrico  Segun color de la corola de las flores: amarillo o
rojo

PELO Pelos blancos en el capitulo A Categodrico  Presencia o ausencia de pilosidad blanca en el
centro del capitulo

SEMC Semillas por capitulo Métrico Numero de semillas producidas por capitulo (n).

SEMP Semillas por planta Métrico Numero de semillas producidas por planta (n).
Obtenido a partir de SECAP y NUCAP.

BIOM Biomasa de semilla Métrico Biomasa de las semillas (mg). Obtenida a partir
del peso y el nUmero de semillas.

Caracteres fenoldgicos

DDS1 Dias aR1 M Métrico Dias en alcanzar el estadio reproductivo R1
(inicio de floracidn)

DDS6 Dias a R6 M Métrico Dias en alcanzar el estadio reproductivo R6 (fin
de floracién)

FINF Dias en finalizar la floracién M Métrico Dias en alcanzar el estadio reproductivo R9 por

el ultimo capitulo desarrollado
M: descriptores utilizados por el Banco Activo de Germoplasma del INTA Manfredi.

A: descriptores utilizados por el GRIN-Germplasm Resources Information Network (2012).
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Se utilizé un disefio completamente aleatorizado. Los datos fueron analizados mediante
analisis de componentes principales (ACP), dendograma de agrupamiento basado en la
distancia de Gower y ANOVA, utilizando como fuente de variacién los aios de evaluacion y
los grupos de poblaciones de cada especie (agrestal vs ruderal). Las medias fueron
comparadas con el test de Fisher (p < 0,05), utilizando el programa estadistico InfoStat

(2013).

El estudio comprendid la caracterizacidon de la progenie de plantas agrestales y ruderales
de cinco ambientes; Relmd, Anguil, Colonia Bardn, Cereales y Macachin (Tablas 3.3 y 3.4).

En estos casos (dos ANN y tres PET) se realizaron comparaciones independientes.
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RESULTADOS

El ACP puso de manifiesto las marcadas diferencias fenotipicas entre las dos especies
anuales del género Helianthus de la flora natural de Argentina. Los dos primeros
autovectores, que explicaron mas del 80 % de la variabilidad medida, separaron
claramente a las dos especies invasoras (Figura 3.1). En general, ANN desarrollé plantas
con mayor altura y didmetro de tallo. Las hojas, de mayor tamafio, eran principalmente
cordiformes, mientras que en PET prevalecié la forma lanceolada. PET presentd plantas
mas ramificadas, con mayor nimero de capitulos por planta y de menor tamafio. También
presentd pubescencia blanquecina en las paleas del centro del capitulo y pubescencia en el
tallo a la madurez. Esta especie alcanzé el estado reproductivo con anterioridad a ANN, sin

embargo el periodo de floracién fue prolongado y finalizo la floracion luego que ANN.

Helianthus annuus

El ACP de los rasgos morfoldgicos de las poblaciones estudiadas en el jardin comun, con
62,2% de la varianza retenida en los dos primeros autovectores, no diferencié la progenie
de las poblaciones agrestales de las ruderales de ANN (Figura 3.2). Solamente se observd
en el cuadrante inferior derecho que dos poblaciones ruderales no mostraron similitud a
las poblaciones agrestales de la especie. Estas poblaciones, DIA-R y MAG-R, alcanzaron el
estadio reproductivo visible (R1) antes que las demas, mientras que los demas estadios
fenoldgicos tuvieron mayor duracién, al igual que el total del ciclo de vida. También se
observé un mayor nimero de capitulos por planta, menor ancho de la filaria y menor
biomasa de semilla. En los demas cuadrantes del biplot del ACP, se posicionaron en forma

conjunta la progenie de las poblaciones agrestales con el de las ruderales.

Helianthus petiolaris

El biplot del ACP, con los dos primeros autovectores que retuvo el 65,9% de la varianza,
mostré que la progenie de las poblaciones agrestales se disponian en los cuatro cuadrantes

de la figura, sin diferenciarse de la progenie de las poblaciones ruderales (Figura 3.3).
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Figura 3.1: Analisis de componentes principales de los rasgos morfolégicos de la progenie

de poblaciones naturales de Helianthus annuus y H. petiolaris.
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ALTU: altura de planta (cm); DIAT: Diametro del tallo (cm); LHOJ: Largo de hoja (cm); AHOJ: ancho de hoja
(cm); NCAP: nimero de capitulos (n); SEMC: Semillas por capitulo (n); BIOM: Biomasa de semilla (mg); LLIG:
largo de flor ligulada (mm); AFIL: ancho de filaria (mm); DIAC: diametro de capitulo (cm); DDS1: Dias en
alcanzar el estadio reproductivo R1; FINF: Dias en finalizar la floracion; R1-R6: Dias desde estado reproductivo

R1y R6; R6-Fin: Dias desde estado reproductivo R6 y fin de la floracién.
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Figura 3.2: Analisis de componentes principales de los rasgos morfolégicos de la progenie

de poblaciones naturales de Helianthus annuus.
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largo de flor ligulada (mm); AFIL: ancho de filaria (mm); DIAC: diametro de capitulo (cm); DDS1: Dias en

alcanzar el estadio reproductivo R1; FINF: Dias en finalizar la floracién; R1-R6: Dias desde estado reproductivo

R1y R6; R6-Fin: Dias desde estado reproductivo R6 y fin de la floracién.
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Figura 3.3: Analisis de componentes principales de los rasgos morfolégicos de la progenie

de poblaciones naturales de Helianthus petiolaris.
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alcanzar el estadio reproductivo R1; ; FINF: Dias en finalizar la floracién; R1-R6: Dias desde estado

reproductivo R1y R6; R6-Fin: Dias desde estado reproductivo R6 y fin de la floracidn.
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Agrestales vs ruderales

La progenie de las poblaciones agrestales de ANN se diferencié en mas de la mitad de los
pardametros fenotipicos observados en el jardin comun (Tabla 3.6). Solamente la biomasa
de la semilla y el ancho de las filarias de la progenie de las poblaciones agrestales
superaron al de las ruderales en forma altamente significativa. En el resto de los
componentes morfoldgicos con diferencias estadisticas, la progenie de las poblaciones
agrestales tuvo pardmetros mas reducidos, destacandose la baja generacién de capitulos y
semillas por planta, que fue inferior a la mitad del medido en la progenie de las
poblaciones ruderales. Todos los subcomponentes de la duracién del ciclo de vida de la
progenie de las poblaciones agrestales tuvieron menor duracién, destacandose el marcado
acortamiento (> 40 %) del periodo entre fin de la floracién del primer capitulo y de la

planta en su conjunto.

En solo ocho de los 23 rasgos fenotipicos observados en el jardin comun, la progenie de las
poblaciones agrestales de PET se diferencié de las ruderales, aunque con diferencias
relativas menores al 20 % (Tabla 3.7). No se observaron diferencias en los parametros
reproductivos entre los dos origenes, mientras que si se hallaron en el ancho de la hoja,
ancho y largo de la filaria, y presencia de antocianinas. El ciclo de vida de la progenie de las
poblaciones agrestales no se distinguié del de las ruderales. Si bien la progenie de las
poblaciones agrestales demoraron cuatro dias mas que las ruderales en mostrar evidencias
de induccién reproductiva, las fases fenoldgicas hasta alcanzar el estadio R6 fueron mas

cortas y en consecuencia no se observaran cambios en el total del ciclo de vida.

En el ciclo 2011/2012, en la progenie de una poblacién agrestal de PET recolectada dentro
de un girasol confitero en Villa Mercedes, se observaron dos individuos fuera de tipo, con
rasgos de hibridacién interespecifica. Las plantas fuera de tipo alcanzaron una altura de
120 mm, con didametro de tallo > 20 mm. Poseian hojas de forma triangular y base
cuneada, superficie poco encrespada y margen débilmente aserrado. Ambas plantas
presentaron discos de centro rojo y con pubescencia, y una de ellas tenia la punta de las
filarias intermedia, entre aguda u acuminada. En promedio, alcanzaron el estadio R1 a los

65 dias y el estadio R6 24 dias después. Finalizaron la floracién en 171 dias en promedio.
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Agrestales y ruderales de un mismo ambiente

Ninguno de los caracteres fenotipicos estudiados diferencié de manera consistente a las
poblaciones agrestales de las ruderales en cinco ambientes analizados (datos no
mostrados). El dendograma de agrupamiento de los casos de ANN (Figura 3.4) y de PET
(Figura 3.5) mostré que las progenies de las poblaciones agrestales y ruderales de un
mismo sitio presentaban alta similitud y tendieron a formar clusters separados de otras

poblaciones agrestales y ruderales localizadas en lugares diferentes.
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Tabla 3.6: Caracteres métricos de la progenie de poblaciones naturales de Helianthus

annuus (Tabla 3.1). Observaciones realizadas en tres afios (n = 10) de ensayo en un jardin

comun en el Departamento de Agronomia (UNS).

Caracter Agrestal Ruderal ANOVA
Altura de la planta (cm) 175 183 ns
Diametro del tallo (mm) 19 20 ns
Hojas por planta (n) 22 26 *ox
Ancho de la hoja (mm) 195 197 ns
Largo de la hoja (mm) 214 224 ns
Largo del peciolo (mm) 167 151 *
Antocianinas (0-5) 2 2 ns
Flores liguladas (n capitulo™) 26 25 ns
Ancho de flor ligulada (mm) 12 13 ns
Largo de flor ligulada (mm) 40 41 ns
Filarias (n capitulo™) 34 33 ns
Largo de filaria (mm) 23 20 *
Ancho de filaria (mm) 10 8 *ox
Capitulos (n pl™) 43 102 *ox
Didmetro capitulo (mm) 46 45 ns
Semillas (n capitulo™) 290 272 ns
Semillas (n pI™) 14988 30468 *ok
Biomasa de la semilla (mg) 34 19 *ox
Dias aR1 94 103 *ok
Dias a R6 110 121 *ok
Dias a fin de floracion 138 173 *E
Dias entre R1-R6 16 18 *x
Dias entre R6-Fin floracion 27 52 ok
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Tabla 3.7: Caracteres métricos de la progenie de poblaciones naturales de Helianthus

petiolaris (Tabla 3.3). Observaciones realizadas en tres afnos (n = 10) de ensayo en un jardin

comun en el Departamento de Agronomia (UNS).

Caracter Agrestal Ruderal ANOVA
Altura de la planta (cm) 96 96 ns
Diametro del tallo (mm) 1 1 ns
Hojas por planta (n) 17 16 ns
Ancho de la hoja (mm) 54 57 *
Largo de la hoja (mm) 85 87 ns
Largo del peciolo (mm) 87 85 ns
Antocianinas (0-5) 2 1 *
Flores liguladas (n capitulo™) 21 22 ns
Ancho de flor ligulada (mm) 12 11 *k
Largo de flor ligulada (mm) 31 30 ns
Filarias (n capitulo™) 33 33 ns
Largo de filaria (mm) 13 12 *k
Ancho de filaria (mm) 4 5 *ox
Capitulos (n pl™) 24 25 ns
Diametro capitulo (mm) 33314 29955 ns
Semillas (n capitulo™) 149 142 ns
Semillas (n pI™) 9 9 ns
Biomasa de la semilla (mg) 207 201 ns
DiasaR1 87 83 *x
Dias a R6 106 105 ns
Dias a fin de floracion 195 196 ns
Dias entre R1-R6 19 21 *x
Dias entre R6-Fin floracion 89 91 ok
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Figura 3.4: Dendograma de agrupamiento de la progenie de poblaciones agrestales y
ruderales de Helianthus annuus utilizando 14 caracteres métricos y 7 caracteres
categoricos medidos en un jardin comun, basado en la distancia de Gower. Las
circunferencias indican cercania entre poblaciones agrestales y ruderales de mismo

ambiente.
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Figura 3.5: Dendograma de agrupamiento de la progenie de poblaciones agrestales y
ruderales de Helianthus petiolaris utilizando 14 caracteres métricos y 7 caracteres
categoricos medidos en un jardin comun, basado en la distancia de Gower. En el caso de la
poblacién CON-A se han excluido del analisis dos plantas fuera de tipo con indicios de
hibridacién interespecifica (ver Resultados). Las circunferencias indican cercania entre

poblaciones agrestales y ruderales de mismo ambiente.
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DISCUSION

Las poblaciones naturales de ANN presentaron plantas de gran porte y hojas grandes, las
cuales fueron predominantemente cordiformes. En general presenté ramificaciones en
toda la planta, con capitulos de mds de 20 mm y semillas mds pesadas que las de PET. Esta
ultima, con plantas de menor estatura y tamafio de hojas (forma lanceolada), presento
filarias agudas, diferencidndose de las de ANN que fueron acuminadas y mayores a 4 mm.
La progenie de las poblaciones de PET presentaron plantas con ramificaciones desde la
base (porte arbustivo), portando mas de un centenar de capitulos por planta, con didmetro
menor a 30 mm y presentaban la distintiva pubescencia blanca en el apice del Iébulo
mayor de las paleas del centro del capitulo, de cardcter taxondmico (Seiler y Rieseberg,

1997).

Aunque existid una clara separacion fenotipica entre la progenie de ANN vy las de PET, se
observd que la poblacién DIA-R tuvo una morfologia intermedia a ambas especies. Si bien
la morfologia observada claramente corresponde a la subespecie H. annuus ssp. annuus
(Heiser, 1978), Cabrera (1974) clasificé a esa poblacién como PET. Posiblemente este error
taxondmico se debié a que la poblacidn presenta cierta similitud con PET, como el escaso
porte de planta, hojas, flores liguladas, filarias, capitulos y semillas pequefas y corto

periodo vegetativo, seguido de un extenso periodo de floracién.

La dominancia del capitulo principal, observada en menos del 20 % de las plantas de los
biotipos BRW-A, PUM-R y UNS-1, impidié descartar la ausencia de hibridacién con el girasol
H. annuus var. macrocarpus. En girasol, la presencia de ramificacién estad controlada por
dos genes complementarios dominantes (Ferndndez-Martinez y Knowles, 1982) vy
predomina en las descendencias de cruzas con plantas silvestres. Terzi¢ et al. (2006)
observaron en la F1 de cruzas de lineas androestériles por poblaciones de ANN la
prevalencia del cardcter de ramificacién completa con predominancia de capitulo principal.
La aparicidon de un capitulo principal, en individuos descendientes de plantas ruderales
polinizadas por girasol se perderia en pocas generaciones por seleccién natural. Las
semillas grandes de estos individuos son altamente vulnerables a la predaciéon y no

contribuirian a la formacion de las siguientes cohortes (Alexander et al., 2001).
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Si bien la progenie de las poblaciones agrestales de ANN produjo un menor nimero de
capitulos por planta, estos maduraron con anterioridad a los capitulos de las poblaciones
ruderales, que tenian en ese periodo < 10 capitulos maduros por planta. También los
biotipos agrestales de ANN desarrollaron semillas de mayor tamafio. Es posible que el
menor porte de las plantas y la reproduccidn anticipada sean caracteres adaptativos para
el mimetismo con el cultivo, que le permitirian a la maleza escapar a su erradicacidn

(Baker, 1974; Reagon et al., 2011).

La progenie del biotipo agrestal de ANN recolectado en la localidad de Barrow se
caracterizd por producir bajo nimero de capitulos por planta, pero de gran tamafio.
También mostré menor produccién de semillas por planta, pero la biomasa de los frutos
fue mas del doble que la de las otras poblaciones evaluadas. Solo menos de 20 % de las
plantas desarrollaron ramificacién apical y tuvieron presencia de capitulo principal,
mientras que el resto presentd ramificacién total, sin capitulo principal. En general, este
biotipo desarrollé6 mayor nimero de flores liguladas y de filarias, ambas de gran tamafio,

considerados rasgos morfoldgicos también asociados al girasol.

Varios de los caracteres morfolégicos del biotipo ANN de Barrow, tales como ramificacién
total, capitulos pequefos y presencia de antocianinas, se corresponden con la descripcidn
de biotipos ruderales de la especie (Seiler y Rieseberg, 1997). Sin embargo, la ausencia de
antocianinas, ramificacién apical, presencia de capitulo principal, didmetro de capitulo
mayor a 50 mm observados en la progenie, mostraria evidencia de hibridacion con el
girasol (Casquero et al., 2013). La hibridacion con el cultivo podria aumentar la capacidad
invasiva del biotipo ANN de Barrow, tal como ha sido observado en los grupos taxondmicos

de siete cultivos de importancia mundial (Ellstrand, 2003).

La progenie de las poblaciones agrestales y ruderales de PET fueron mds similares entre si
que lo observado en ANN. Si bien las plantas agrestales tuvieron hojas mas pequefias,
mayor contenido de antocianinas, flores liguladas mds anchas y filarias mas largas, las
diferencias fueron poco marcadas, menores al 15 % en términos relativos. A diferencia de
lo observado en ANN, las plantas agrestales de PET alcanzaron el estadio R1 cuatro dias
después que los ruderales, pero las siguientes fases reproductivas fueron mas cortas,

finalizando la floracidn junto a las plantas ruderales.
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La progenie de las poblaciones MAC-A, LIN-A, CON-A y AGR-A se destacd por la precocidad
del ciclo a floracién. También la poblacidn SOJ-A se destacd porque alcanzé el estadio R6 a
solo 14 dias de observado el botdn floral y luego de ello desarrollé capitulos durante mas
de 100 dias. Esta estrategia reproductiva permitiria asegurar la persistencia de la poblacidn
y recargar el banco de semillas del suelo si se dieran las condiciones apropiadas, como

atraso de la cosecha o presencia de sectores no cosechados (“chanchos”).

Las plantas fuera de tipo observadas entre la progenie de una planta agrestal de PET
recolectada dentro de un cultivo de girasol confitero presentaron morfologia intermedia a
PET y a girasol. A pesar de las barreras reproductivas existentes, estos individuos podrian
haber surgido a partir de la hibridacién espontdnea entre ambos taxas, proceso
previamente observado en las condiciones naturales de América (Rieseberg et al., 1995;

Gutiérrez et al., 2010).

A pesar de que el grupo taxonémico Helianthus ha sido utilizado como ejemplo de estudios
evolutivos (Kane et al., 2013), la caracterizacion del biotipo maleza era aun incompleta. Los
resultados obtenidos bajo condiciones controladas mostraron que los caracteres
morfoldgicos evaluados sirvid para diferenciar a plantas agrestales de las ruderales en las

dos especies estudiadas.
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CAPITULO 4

PERMANENCIA DE POBLACIONES
NATURALE DE H. annuus Y H.
petiolaris EN EL BANCO DE
SEMILLAS DEL SUELO

86



87



INTRODUCCION

La germinacion involucra una serie de eventos anatémicos vy fisiolégicos de la semilla, que
se inician con la absorciéon de agua y finalizan con la elongacién del eje embrionario
(Bewley, 1997). Desde el punto de vista fisiolégico, la germinacion es definida como la
sumatoria de procesos que ocurren en la semilla desde que el embridon comienza a crecer
hasta que la radicula/coleorriza atraviesan las estructuras que las protegen (Hilhorst y

Troorop, 1997).

El banco de semillas del suelo conforma la reserva de propagulos en un habitat
determinado (Baskin y Baskin, 1998; OECD, 2004; Martinez-Ghersa y Ghersa, 2006). El
banco de semillas del suelo aporta la mayor proporciéon de propagulos en condiciones de
germinar de aquellas plantas que han tenido la capacidad de reproducirse en ciclos
anteriores (Alexander y Schrag, 2003). Cuando la especie no se ha reproducido el ciclo
anterior o se ha extinguido por el proceso sucesional, el banco de semilla del suelo es la

fuente para que la especie pueda persistir en ese sitio.

De acuerdo a su durabilidad, se distinguen dos tipos de banco de semillas del suelo
(Thompson y Grime, 1979). El banco transitorio incluye a las semillas que germinan o
mueren dentro del afo de introduccion. El banco persistente corresponde a las semillas
gue permanecen viables por mds de un afio. En especies anuales, la fraccidn de semillas
persistentes posibilita la dispersién en el tiempo y aumenta la chance de supervivencia de

la especie durante los periodos desfavorables (Moody-Weis y Alexander, 2007).

El sistema de labranza y la rotacidn de cultivos modifican el tamafio y la composicién del
banco de semillas del suelo (Ball, 1992; Vanasse y Leroux, 2000). Bajo un sistema de
labranza cero (siembra directa), luego de su dispersion, la semilla se acumula en las capas
superficiales del suelo, mientras que con labranzas profundas, la semilla se distribuye
uniformemente dentro del perfil del suelo (Clements et al., 1996; Cardina et al., 2002). La
diferencia en la profundidad de enterramiento podria afectar la composicion de la
comunidad de malezas (Buhler, 1995). Existen modelos que permitirian inferir la
proporcién de semillas, en cada una de las capas del suelo, luego de la labranza (Vidotto y

Ferrero, 2005).
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La dormicién es una condicién inherente a la semilla que impide la germinacién bajo
cualquier combinacidn de condiciones fisicas favorables para ello (Baskin y Baskin, 2004).
Luego de la ruptura de la dormicién, bajo estas mismas condiciones, la semilla germinara.
Aunque la mayoria de los autores considera que la dormicidn es crucial para la persistencia
de las semillas en el banco del suelo, este caracter podria no ser indispensable para ello

(Honda, 2008).

Se considera que la dormicién es un mecanismo adaptativo que evita la germinacién de las
semillas durante un periodo inadecuado que conduciria al fracaso reproductivo. De esta
manera, la dormicidn optimiza la distribucién de la germinacién de una poblacién en el
tiempo, aumentando la chance de que sus individuos se reproduzcan con éxito y que la
especie se perpetle en el habitat (Bewley, 1997). Los conceptos de germinacion vy
dormicién se encuentran asociados. La dormicién es la ausencia de germinacion de semillas
viables. Las semillas quiescentes son semillas no dormidas, que no germinan debido a que

las condiciones ambientales del habitat son desfavorables.

De acuerdo a los mecanismos que la controlan y segun el periodo de desarrollo en el cual
es adquirida, la dormicién de las semillas puede clasificarse en primaria o secundaria
(Bewley, 1997; Benech-Arnold et al., 2000). La dormicién primaria o innata se desarrolla
durante el periodo de llenado de la semilla, luego de completarse el crecimiento del
embrion, para inhibir su germinacidén en el ambiente materno. La dormicién primaria
puede persistir un tiempo luego de que las semillas son dispersadas. La dormicion
secundaria es un estado inducido por condiciones no favorables para la germinacion.
Generalmente las especies anuales-estivales requieren bajas temperaturas invernales para
perder la dormicién primaria, mientras que las altas temperaturas del verano inducirian la

dormicion secundaria (Baskin y Baskin, 1998; Martinez-Ghersa et al., 2000).

Han sido postulados diversos tipos de dormicidn: fisioldgica, morfoldgica, morfo-fisioldgica,
fisica y combinada (fisica + fisioldgica) (Nikolaeva, 1967; Baskin y Baskin, 2004). Segln esta
clasificacién, las semillas de girasol presentan dormicién fisiolégica, que estaria regulada
por el balance entre el acido absicico y el acido giberélico en el embriéon (Finch-Savage y

Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al., 2008). Recientemente se ha demostrado que el
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pericarpio materno estd involucrado en el proceso de dormicién de la semilla de

poblaciones ruderales de girasol (Presotto at al., 2014).

Las semillas de las especies anuales del género Helianthus pueden permanecer viables
durante mas de una década. Seiler (2010) hallé que el 35 % de la semilla de ANN tuvo la
capacidad de germinar luego de la cosecha. Alexander y Schrag (2003) observaron que la
viabilidad de la semilla enterrada a 0,25 m fue de 50 % al cabo de un afo y de 16 % luego
de cuatro afios en el banco de semillas del suelo. Similares resultados obtuvo Teo-Sherrell y
Mortensen (1996), quienes observaron que el 20 % de la semilla de ANN permanencia viva
luego de 2,5 afios enterrada en el suelo. Toole y Brown (1946) reportaron una
supervivencia entre 44 y 67 % luego de un afo, segun profundidad enterramiento. Luego
de 20 afos de almacenamiento en condiciones de laboratorio a 20-22 °C y 22 % de
humedad, mas del 85 % de esta semilla de ANN tuvo la capacidad de sobrevivir (Seiler,
2010). Burnside et al. (1996) encontraron que las semillas de un biotipo agrestal de H.

annuus presentaba 3 % de germinacion luego de 17 afios de permanencia en el suelo.

Algunas malezas presentan ciclos anuales en los que se alterna un estado de dormicién con
uno de no-dormicién (Baskin y Baskin, 1985). Las plantas de las especies primavero-
estivales, como H. annuus, toleran bien las altas temperaturas del verano, pero no las bajas
temperaturas del invierno. La dormicion de las semillas durante el otofio previene la
germinacién en un periodo en el cual las plantulas no alcanzarian el estado adulto y serian

capaces producir descendencia.

La labranza del suelo moviliza semillas desde las capas profundas hacia la superficie y
viceversa. En la profundidad del suelo, la ausencia de luz y las menores fluctuaciones
térmicas inducen la dormicion secundaria de las semillas (Pons, 1991; Benvenuti et al.,
2001 a y b). Sin embargo, algunas semillas podrian germinar a profundidades a partir de las
cuales no alcanzarian la superficie del suelo, finalizando en la muerte de la misma. Esta

I”

“germinacion fatal” o “germinacidn suicida” es un factor asociado a la persistencia de las
malezas (Schwinghamer y Van Acker, 2008). La frecuencia de la germinacién fatal se
incrementa con el aumento de la profundidad en la que se entierran las semillas (Gruber y

Claupein, 2006; Kurstjens, 2007; Davis y Renner, 2009; Gruber et al., 2010).
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La dormicidon de una especie silvestre puede disminuir a partir de la hibridacién con
parientes domesticados, que generalmente no poseen (Bagavathiannan y Van Acker,
2008). En algunos casos, las semillas hibridas presentan menor dormicién que las de
plantas silvestres (Groot et al., 2003). En el complejo taxondmico del girasol, si el parental
materno es el taxa doméstico, las semillas hibridas resultantes también serdn mas
susceptibles a la predacidon, debido al mayor tamano (Alexander et al., 2001). La
hibridacidn entre H. annuus silvestre y girasol disminuyd la dormicién de la semilla de
algunas poblaciones norteamericanas, aunque esta respuesta no fue siempre equivalente y
estuvo condicionada por el fondo genético de los parentales (Snow el al., 1998; Mercer et
al., 2006). En las poblaciones invasoras de Helianthus anuales de Argentina, Presotto et al.
(2014) hallaron que la semilla hibrida generada sobre parental materno silvestre polinizado

con girasol no mostré cambios sustantivos en el grado de dormicion de las semillas.

El estudio de la longevidad, viabilidad y la dormicidn de las semillas de una maleza en el
suelo resulta de alta utilidad para el disefio de estrategias de manejo (Mennan, 2003). Se
desconoce la capacidad de supervivencia de las poblaciones naturales de especies anuales
de Helianthus de Argentina en el banco de semillas del suelo. Tampoco se conoce de qué
modo la introgresién del girasol repercute sobre la dindmica de la capacidad germinativa
de la semilla en el suelo. Esta informacién resultaria de utilidad para desarrollar

informacién técnica para el manejo de los biotipos invasores del género Helianthus.
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HIPOTESIS

La semilla de las poblaciones naturales de Helianthus annuus y H. petiolaris de Argentina
presentan dormicién y capacidad de sobrevivir mds de una estacién de crecimiento en el

banco de semillas del suelo.

La supervivencia de semilla hibrida, generada a partir de la cruza entre lineas puras y

poblaciones ruderales de la misma especie, es intermedia a ambos parentales.

OBIJETIVOS

Determinar la viabilidad, germinacién y dormicién de la semilla de poblaciones de H.
annuus, H. petiolaris y sus hibridos con el girasol en el banco de semillas del suelo, durante

cuatro estaciones de crecimiento.
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MATERIALES Y METODOS

La dindmica de la germinacion, dormicién y mortandad de la semilla de poblaciones de
especies anuales de Helianthus de Argentina en el banco de semillas del suelo, fue
observada en un ensayo de cuatro afos de duracidn. El estudio se llevé a cabo en el campo
experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur

(38°41'46"S, 62°14'55"0).

Se evaluaron 23 poblaciones del género Helianthus, correspondientes a los siguientes
taxas: H. annuus (ANN), H. petiolaris (PET), cruza controlada entre la linea puras
androestéril HA89A x PET (LxP) y la cruzas entre la misma linea pura andorestéril x ANN
(LxA) (Tablas 4.1y 4.2). Como control se utilizé un hibrido comercial de girasol y la progenie
de dos hibridos de girasol (voluntarios) obtenida bajo polinizacion abierta. La semilla de las
cruzas hibridas LxA y LxP fue generada en el Campo Experimental del Departamento de
Agronomia por el Dr. Alejandro Presotto. Los capitulos de la linea pura androestéril HA89A
fueron protegidos de polen externo utilizando bolsas de papel colocadas en el estado R4
(Schneiter y Miller, 1981). La polinizacién controlada se realizd cada dos dias utilizando
polen fresco de un conjunto de individuos de los parentales masculinos de cada cruza,
colectado en capitulos previamente tapados. La descendencia de los hibridos comerciales
DK3880 CL y DK4000 CL fue obtenida por polinizacidn abierta en el Campo Experimental

del Departamento de Agronomia de la UNS.

En el primer otofio luego de haber sido generadas, las semillas (n = 50) se enterraron a 0,15
m de profundidad, en bolsas permeables (mesh = 21 x 42) de 0,10 x 0,15 m, elaboradas con
malla de polietileno. Al inicio de las siguientes cuatro primaveras las muestras se
desenterraron y lavaron con agua. Las semillas no germinadas fueron dispuestas en
bandejas plasticas con papel hiumedo, fotoperiodo neutro (12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad) a 20 °C (ISTA, 2004). A partir del segundo dia y hasta totalizar 17 dias se
contabilizé cada tres dias el nimero de semillas germinadas (quiescentes). Se consideré
semilla germinada a aquellas cuyo desarrollo de la radicula fue 2 5 mm (Seiler, 2010). Las

semillas que habian germinado previamente a la exhumacién (germinacién suicida) o se
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habian degradado por accién de microorganismos dentro del suelo fueron consideradas

muertas.

Al final de cada prueba de germinacion se determiné la viabilidad de las semillas sin
germinar mediante la prueba de tincidon con tetrazolio (ISTA, 2004). Para ello se retird
manualmente el pericarpio y las coberturas de las semillas y se las colocé en una solucion
0,5 % de Cloruro de 2,3,5 Trifenil-Tetrazolio a temperatura ambiente y oscuridad, durante
24 horas. La dormicion se estimdé como la proporcidn de semillas vivas (tefiidas) no
germinadas. La fraccién de semillas viables en cada periodo se obtuvo a partir de la suma
de las semillas quiescentes (germinadas) y dormidas (tefiidas con el tetrazolio). Los valores

se expresaron en porcentaje.

Bajo condiciones de campo y de laboratorio se utilizé un disefio en bloques completamente
aleatorizados, con cuatro repeticiones. Los datos fueron transformados por logit vy
presentados luego de su retransformacion. Previa transformacién, a los valores 0 (cero) y 1
(uno) se les sumo o restd el valor de 1 10™ respectivamente. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA vy las medias se compararon mediante LSD Fisher (p < 0,05). Las

poblaciones fueron agrupadas segun los taxa indicados en las tablas 4.1y 4.2.

Se calculo el tiempo de germinacién del 50 % de las semillas (TG50) en la semilla fresca
luego de 0, 18 y 42 meses de permanencia en el suelo. La evolucién de la germinacion se
ajustd a un modelo logistico con tres parametros (Chauhan et al., 2006), segun la ecuacién

4.1:

flx.ibdel]l= a—l ~exph [lcg- .';'-—]agw_h]:: A \E

[x(b.dej]= 'd=1 +exphb ]og-x_u—'.oguEu]:'"El Ec a1
|7 T | c. 4.

Donde d fue el maximo porcentaje de germinacion, e es el tiempo que tardé en germinar el

50 % de las semillas (TG50) y b es la pendiente relativa alrededor de e. Los datos fueron

analizados utilizando la aplicacion drc del paquete estadistico R (Knezevic et al., 2007).
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Tabla 4.1: Poblaciones naturales utilizadas para el estudio de la dinamica germinativa de Helianthus annuus de Argentina, segregadas por taxas.

Acrénimo Origen1 Departamento/ Procedencia Habitat Tamafio Area Afo de primer
Partido de origen de la semilla Poblacional (n) Ocupada (ha) registro
H. annuus (ANN)
BAR-A Colonia Bardn (LP) Quemu Quemu Habitat natural Cultivo de girasol Millones 50-100 2000
BAR-R Colonia Bardn (LP) Quemu Quemu Habitat natural Camino de tierra 1000-10000 0,5 2000
BRW-A Barrow (BAI) Tres Arroyos Habitat natural Cultivo de girasol Millones 50-100 2009
PUM-R Puén (BAI) Puan Habitat natural Lindera a canal de desagiie de Malteria Puan 1000-10000 1,5 2000
RCU-R Rio Cuarto (COR) Rio Cuarto Habitat natural Lindera al Aeroclub Millones 200 2000
MAG-R Media Agua (SJ) Sarmiento Habitat natural Cercana a cortina de dlamos en area de riego > 10000 40 2000
por inundacion
RAN-R Rancul (LP) Rancul Habitat natural Banquina desmalezada de la RN 188 10-100 10x50 2002
HUA-R Huanchilla (COR) Judrez Celman Habitat natural Banquina ruta de acceso a La Carlota Millones 300 2000
CHU-R Carhué (BAI) Adolfo Alsina Habitat natural Lindera al arroyo que desemboca al Lago 1000-10000 10 2002
Epecuén
LMA-R Las Malvinas (MZA) San Rafael Habitat natural Calle de tierra al final de parcelas > 100000 7 2000
irrigadas con cultivos de alfalfa, maiz y otros
Linea pura x H. annuus (LxA)
ABAR UNS Bahia Blanca CEXP-UNS Linea HA89 bajo polinizacidn controlada con H. annuus de Colonia Bardn (LP)
ADIA UNS Bahia Blanca CEXP-UNS Linea HA89 bajo polinizacién controlada con H. annuus de Diamante (EE)
Girasol (DOM)
DK38 UNS Bahia Blanca Comercial Hibrido comercial DK3880. Semilla cosechada en 2008.
VL38 UNS Bahia Blanca CEXP-UNS DK3880, bajo polinizacidn libre en el campo experimental del Departamento de Agronomia UNS.
VL40 UNS Bahia Blanca CEXP-UNS DK4000, bajo polinizacidn libre en el campo experimental del Departamento de Agronomia UNS.

Llp=La Pampa, BAl= Buenos Aires, COR= Cérdoba, SJ= San Juan, MZA= Mendoza, UNS= Departamento de Agronomia UNS
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Tabla 4.2: Poblaciones naturales utilizadas para el estudio de la dinamica germinativa de Helianthus petiolaris de Argentina, segregadas por taxas.

Acrénimo Origen® Departamento/ Procedencia Habitat Tamafio Area Ocupada (ha) Aiio de primer

Partido de la semilla Poblacional (n) registro

H. petiolaris (PET)
UNI-R Unidn (SL) Gobernador Habitat natural Poblacidon situada sobre Ia > 100000 30 2000
Dupuy banquina de RN 188. Extremo
oeste de la distribucidn de H.

petiolaris en el pais

FOR-A Catrilé (LP) Quemu Quemu  Habitat natural Monte forestal Millones 50-100 2009

CUE-R Cuero de Zorro (BAI) Trenque Habitat natural Borde de camino de tierra, 10000 1,5 2002
Lauquen introgresion de cultivo

SRO-R Santa Rosa (LP) Capital Habitat natural Banquina relativamente aislada > 100000 100 2000

de lotes de girasol
LUI-R Ing. Luiggi (LP) Realicé Habitat natural Linderas a un cultivo de girasol > 100000 200 2002
WIN-R Winifreda (LP) Conhelo Habitat natural Poblacién pura de H. petiolaris ~ 10000-100000 30 2000
sin contacto con girasol. “El
Descanso”
Linea pura x H. petiolaris (LxP)
PBAR UNS Bahia Blanca CEXP-UNS Linea HA89 bajo polinizacién controlada con H. petiolaris de Colonia Barén (LP).
PNGA UNS Bahia Blanca CEXP-UNS Linea HA89 bajo polinizacion controlada con H. petiolaris de Nueva Galia (SL)

'LP=La Pampa, BAl= Buenos Aires, SL= San Luis, UNS= Departamento de Agronomia UNS.
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RESULTADOS

La germinacién, dormiciéon y mortandad de semilla mostrd interaccién entre taxas y el
tiempo de permanencia en el suelo. Por lo tanto, se analizé cada fecha de evaluacidn
(tiempo de permanencia en el banco de semillas del suelo) por separado, utilizando como

fuente de variacion a los taxas.

Previo a su incorporacién al suelo, la semilla fresca del taxa DOM estaba totalmente
despierta y presentaba completa capacidad germinativa, mientras que ello ocurrié en
menos del 15 % de las semillas de PET (Tabla 4.3). El 75 % de las semillas de la cruza LxP
estaban despiertas, mientras que ello ocurrié en mas de la mitad de la cruza LxA y el taxa
ANN, sin diferenciarse entre ellos. Dado que el test de viabilidad con tetrazolio dio como
resultado que la totalidad de las semillas no germinadas estaban vivas, se considerd que

estas se encontraban en estado de dormicidn.

Luego del primer invierno, pasado seis meses de permanencia en el suelo, el 87 % de las
semillas de PET estaban vivas, mientras que la proporcidon se semillas despiertas habia
aumentado al 30 % (Figura 4.1). El taxa ANN, que mostré menor grado de supervivencia,
presentaba 40 % de semillas vivas, pero solo el 17 % de ellas se encontraba quiescente. Por
el contrario, el taxa DOM habia perdido completamente la viabilidad, mientras que las
cruzas hibridas entre las lineas puras y poblaciones naturalizadas mostraron menos del 15
% de supervivencia. Se destacé que la cruza hibrida con el parental masculino PET (LxP)

tuvo mayor supervivencia de semilla que la cruza con ANN (LxA).
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Figura 4.1: Evolucidon temporal de la germinacién, dormicidon y mortalidad de los taxas
estudiados en el banco de semillas del suelo. 0 (cero) meses refleja la condicidn original de
la semilla. a = Helianthus annuus (ANN), b = Linea HA89 x ANN (LxA), c = H. petiolaris (PET),
d = Linea HA89 x PET (LxP), e = girasol domesticado (DOM). Letras distintas indican
diferencias en el porcentaje de semillas germinadas entre periodos en el banco de semillas

del suelo (p £ 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

100%
90%
80%
70%

R60%

= 50%

40%

30%

20%

10%

0%

Semill

=}
o

12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30 36 42

Meses en el banco de semillas del suelo Meses en el banco de semillas del suelo

c PET d LxP
100%
90%
80%
70%
® 60%
-
= 50%
5 a0%
v
30%
20%
10%
0%

o
o

12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30 36 a2

Meses en el banco de semillas del suelo Meses en el banco de semillas del suelo

. DOM
100%
90%
30%
70%

® 60%

I semillas germinadas

Semillas

20% - Semillas dormidas

30%
20%
10%

0%

- Semillas muertas

o
@

12 18 24 30 36 42

Meses en el banco de semillas del suelo

98



99



Tabla 4.3: Evolucion de la germinacion, dormicion y mortandad de taxas del género Helianthus en el banco de semillas del suelo. Para

cada periodo de muestreo, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

Taxas

PET

ANN

LxA

LxP

DOM

ANOVA

Permanencia en el banco de semillas del suelo (meses)

Germinacion (%) Dormicidn (%)

6 18 30
Mortandad (%)

13e 46 ¢ 68 d
60d 62c 8lc
9%b 93b 99b
79c¢ 89b 94b

100a 100a 1004

* % * % * %

42

77 c

85b

97b

98 a

100 a

* %

100



En la segunda primavera (2010), luego de 18 meses de permanencia en el banco de
semillas del suelo, los taxas PET y ANN todavia presentaban mas del 35 % supervivencia,
aunque mas del 10 % del total estaba dormida, sin diferenciarse entre ambos taxas en
ambos pardmetros. Las cruzas LxA y LxP tuvieron menos del 11 % de semillas quiescentes y
no se diferenciaron entre si. LxA presenté menos del 1 % de sus semillas dormidas, pero no
se diferencié de DOM y LxP que no mostraron dormicién. Mas del 75 % de las semillas de
las cruzas estaba muerta sin diferenciarse estadisticamente entre ellas. Luego de 18 meses

en el banco del suelo, la semilla del taxa DOM estaba completamente muerta.

En la tercer primavera (2011), luego de 30 meses en el suelo, el taxa PET todavia contaba
con mas del 30 % de viabilidad de semilla, mientras que ANN presentaba menos del 20 %.
De las semillas vivas de PET, 25 % estaba en condiciones de germinar, las restantes semillas
permanecieron dormidas, sin diferenciarse de lo ocurrido con las semillas de ANN. Los
demas taxas solo presentaban menos del 10 % de viabilidad de semilla, las cuales estaban
totalmente quiescentes. Las cruzas LxP y LxA presentaron supervivencia de semilla menor

al 10 %, y no contaban con semillas dormidas.

En la cuarta primavera (2012), luego de 42 meses en el banco de semillas del suelo, mas del
20 % de la semilla de PET aln estaba viva y mas del 75 % de ellas estaba quiescente. Los
restantes taxas presentaban una viabilidad de semilla inferior al 15 %. Solo 4 % de la
totalidad de la semilla de ANN estaba quiescente, al igual que las cruzas, pero ANN se
diferencié porque 10 % de las semillas presentaban dormicién, mientras que en las cruzas
ello se observé en menos del 3 %. Menos del 5 % de la semilla de PET aln estaba dormida,

al igual que la cruza LxA (1,2 %).

La germinacién de los taxa ajustd al modelo logistico con tres parametros (Tabla 4.4). El
tiempo de germinacién del 50 % de las semillas (TG50) de las poblaciones evaluadas
presentd amplia variabilidad. Las semillas frescas (Otofio 0) del hibrido DK3880 fueron las
Unicas que comenzaron a germinar al segundo dia de iniciada la prueba de germinacién (1
% de sus semillas). También presentaron la mayor tasa de germinacién (TG50 = 3,1). Todas
las semillas del hibrido comercial habian germinado a los cinco dias de iniciada la

evaluacién (Figura 4.2)
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Figura 4.2: Evolucién de la germinacion de poblaciones de especies anuales del género Helianthus de Argentina (a = H. annuus; b = H.

petiolaris) previo a ser incorporadas al suelo (t0) y luego de 18 (t18) y 42 (t42) meses de permanencia en el banco de semillas del suelo.

a2

b-t18 b-t42

o 2 5 & 1 14 17
Dias

DK38 ——VL38 —VL40 ——ADIA —=ABAR —=PBAR —~PNGA —BRW-A —HUA-R —MAG-R —LMA-R —RCU-R
——CHU-R —RAN-R —PUM-R —BAR-A —BAR-R — SRO-R —CUE-R —FOR-A —WIN-R —LUI-R —UNI-R
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Tabla 4.4: Tiempo a germinacién del 50 % de las semillas (TG50) de poblaciones anuales del

género Helianthus de Argentina, en la semilla fresca (Otofio 0) y luego de dos (Primavera 2)

o cuatro ciclos invernales (Primavera 4) de permanencia en el banco del suelo. El TG50 esta

indicado en dias y entre paréntesis se muestra el p-valor de la prueba de ajuste del modelo

logistico con tres parametros.

Poblacion

Otofio 1

Primavera 2

Primavera 4

DK38
VL40
VL38

BRW-A
MAG-R
LMA-R
RCU-R
HUA-R
PUM-R
RAN-R
ADIA
ABAR
BAR-R
CHU-R
BAR-A

UNI-R
PBAR
PNGA
LUI-R
CUE-R
SRO-R
FOR-A
WIN-R

3,1 (1,0000)
7,3 (0,9989)
7,4 (0,9995)

6,4 (0,9988)
6,9 (0,1211)
7,2 (0,7735)
7,3 (0,9215)
7,8 (0,9940)
7,8 (0,9575)
7,9 (0,2911)
8,0 (0,5696)
8,2 (0,9975)
8,5 (0,9967)
8,6 (0,9911)
8,6 (1,0000)

6,4 (1,0000)
6,7 (0,9980)
8,2 (0,3331)
10,0 (0,9103)
10,2 (0,9985)
11,2 (1,0000)
11,8 (0,8937)
12,3 (0,9504)

Girasol (DOM)

H. annuus (ANN)

2,3 (1,0000)
4,3 (1,0000)
2,8 (1,0000)
3,7 (0,9999)
3,6 (0,9998)
3,8 (1,0000)
3,2 (1,0000)
2,6 (1,0000)
2,7 (1,0000)
3,8 (0,9981)
4,3 (1,0000)
3,9 (0,9998)

H. petiolaris (PET)

4,5 (1,0000)
6,3 (1,0000)
3,2 (1,0000)
4,4 (1,0000)
4,0 (0,9976)
3,7 (1,0000)
3,7 (0,9976)
3,7 (1,0000)

2,7 (1,0000)
2,5 (1,0000)
3,9 (1,0000)
4,0 (1,0000)
4,7 (1,0000)
4,2 (1,0000)
2,5 (1,0000)
3,2 (1,0000)
4,0 (1,0000)
4,3 (1,0000)
3,2 (1,0000)

4,5 (1,0000)
3,2 (1,0000)
3,2 (1,0000)
4,0 (0,9999)
4,0 (1,0000)
3,6 (1,0000)
3,4 (0,9939)
3,2 (1,0000)
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DISCUSION

La domesticacion de los cultivos ha seleccionado a favor de semillas grandes y sin
dormicién, debido a la ventaja de la rdpida germinacién y mayor crecimiento temprano
bajo las condiciones de alta densidad poblacional en las cuales se manejan los cultivos
(Harlan et al., 1973; Bewley, 1997). Por el contrario, la dormicion es un atributo frecuente
en las especies invasoras, que tendria la funcién ecoldgica de ajustar el momento de
germinacién (Cohen, 1966; Venable y Brown, 1988). Desde el punto de vista de la
modelizacion, el mecanismo de dormicidon de las semillas dificulta la prediccién del
momento de emergencia (Benech-Arnold et al., 2000) y ello afecta el disefio y empleo de
las técnicas de control. El periodo de emergencia de la maleza respecto al del cultivo
depende de la dinamica de la pérdida de dormicién y ello determina en gran parte su

capacidad competitiva (Ghersa et al., 1997).

La dormicion del girasol suele perderse luego de un breve periodo de almacenamiento en
seco de las semillas (Corbineau et al., 1990). La semilla de las variedades de polinizacién
abierta, hibridos comerciales y plantas voluntarias (generalmente la F2 del hibrido
comercial), tiene baja capacidad para subsistir largos periodos en el suelo. Sin embargo,
algunas semillas del cultivo enterradas en capas profundas o que permanecen atrapadas en
terrones secos, podrian sobrevivir y germinar luego de dos o tres afos de su dispersidn
primaria (Robinson, 1978a y b). En el presente estudio la progenie de los hibridos
comerciales de girasol se encontraba quiescente en el primer otofio, sin dormicion
primaria. Una vez incorporadas al suelo, estas semillas tampoco desarrollaron dormicion
secundaria, pues germinaron de manera fatal o suicida durante el invierno, sin chance de

generar plantas que alcanzaran el estado reproductivo.

Mientras que las semillas frescas del girasol estaban completamente despiertas, la semilla
de PET presentaba mds del 85 % de dormicion. Durante los primeros 18 meses, PET
presentd mayor dormiciéon que ANN, sin embargo luego de 42 meses en el suelo este taxa
mostré mayor dormicidon que PET. La dormicidon de ANN disminuyd solo 0,08 % por mes
durante los Ultimos dos afios de experiencia, finalizando la misma con 10 % de semillas
dormidas. Durante los primeros seis meses de evaluacién, la dormicion de PET disminuyé a

razon de 4,6 % mensual, mientras que durante el Ultimo afio de permanencia en el banco
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de semillas del suelo disminuyé menos de 0,30 % mensual. Burnside et al. (1996)
encontraron que 3 % de la semilla de ANN pudo germinar luego de 17 afios en el banco de

semillas del suelo.

En general solo una pequefia fraccidon de la semilla de las poblaciones que crecen en las
condiciones naturales de Argentina germind en el otofio inmediatamente siguiente a la
estacion en que fue generada. De esa manera las poblaciones naturales de Helianthus
anuales tendrian la capacidad de formar un gran reservorio de semillas con alta
persistencia en el suelo. Todas las poblaciones naturales tenian semillas vivas luego de 42
meses en el suelo. Segun la clasificacién propuesta por Thompson y Grime (1979), el banco
de semillas de las poblaciones naturalizadas en Argentina seria del tipo IV. Este es el caso
de especies que incorporan un gran numero de propagulos al banco de semillas del suelo,
los cuales permaneceran alli por varios ciclos. Probablemente, dado que la labranza cero
posiciona a las semillas en la superficie del suelo, donde quedan expuestas a predadores,
condiciones ambientales mas variables (potencial dafio de la semilla por humedecimiento y
secado) y luz, que promueve la germinacion, la durabilidad de la semilla se veria reducida

(Alexander y Schrag, 2003).

Se ha observado que el 35 % de la semilla de ANN tuvo al capacidad de germinar luego de
la cosecha (Seiler, 2010). En el presente experimento, la semilla fresca de ANN presento
mas de 50 % de quiescencia. Luego de seis meses de permanencia en el banco de semillas
del suelo, la germinacion disminuyd a menos del 10 % y transcurridos 18 meses, aumento a
26 % debido a la pérdida de dormicidn. Si bien la semilla de algunas especies poseen un
ciclo estacional de dormicidn, donde las semillas quiescentes retornan a su estado de
dormicion secundaria debido a condiciones desfavorables para la germinacién (Baskin y
Baskin, 1998), posiblemente el valor inicial de semillas con capacidad de germinar de ANN
se encuentre sobreestimado debido a que esta primera evaluacién fue realizada en
mediados de junio. Posiblemente bajo condiciones de almacenamiento en el laboratorio,
las semillas de ANN hayan perdido dormicién, reflejado en el alto porcentaje de semillas
quiescentes, debido a un proceso de postmaduracién. Un método comun para provocar
este fendmeno en semillas maduras recientemente cosechadas, es el almacenamiento en
seco y a temperatura ambiente (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Se ha observado

efecto de la postmaduracién sobre la germinacién de girasol silvestre, aumentando de 20 a
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60 % luego de cuatro semanas (Brunick, 2007). Esto no fue observado en PET, donde la
proporcion de semillas quiescentes aumentd de 11 % hasta 37 % luego de 18 meses de
permanencia en el banco del suelo. A partir de alli disminuyd hasta 18 % a los 42 meses,

donde la proporcién de semillas dormidas fue de 5 %.

En regiones templadas, las semillas de las especies primavero-estivales que germinan en
primavera o en verano requieren exposicion a las bajas temperaturas del invierno para salir
de la dormicidn (Baskin y Baskin, 1998). Esto explicaria el aumento de la germinacién luego
de 18 meses en el suelo. Las bajas temperaturas promueven la regulaciéon de genes que
participan en la sintesis de las giberelinas y que inducen la germinacién (Yamauchi et al.,
2004). A partir de 18 meses en el banco de semillas, la proporcién de semillas quiescentes
disminuyd hasta menos de 20 % a los 42 meses de permanencia en el banco de semillas del

suelo.

Las cruzas hibridas entre linea endocriada x poblacién natural tuvieron alta proporcién de
semillas quiescentes al inicio del ensayo, intermedia entre los biotipos naturalizados y los
domesticados. Esta semilla, que ingresaria al campo como contaminante de la semilla pura,
luego de seis meses de permanencia en el banco de semillas del suelo menos del 11 %
podria germinar debido a la pérdida de viabilidad de sus semillas. Snow et al. (1998) y
Mercer et al. (2006) hallaron que la germinacion de los hibridos silvestre x girasol
aumentaba con respecto a los biotipos silvestres puros, mientras que la dormicidn
disminuia. Estos autores, a pesar de haber demostrado un incremento en la germinacién
debido al cruzamiento con materiales domesticados, el efecto fue variable dependiendo el
genotipo de los parentales utilizados. Esta conclusion también concuerda con estos

resultados ya que entre las poblaciones evaluadas se encontrd respuesta diferencial.

La germinacidn inicial de la cruza entre la linea endocriada HA89A x PET fue en promedio
mas de seis veces mayor que el de las poblaciones naturalizadas (PET). Sin embargo,
cuando el parental masculino de las cruzas fue ANN, las diferencias con las poblaciones
naturalizadas (ANN) no fueron significativas. No obstante, al observar la proporcién de
semillas quiescentes de ABAR (Linea HA89 bajo polinizacién controlada con H. annuus de
Colonia Bardn) y de su padre silvestre BAR-R, las diferencias fueron notorias (48 vs 24 %,

respectivamente).
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De manera similar a lo obtenido en el presente estudio, Alexander y Schrag (2003)
observaron que la viabilidad de la semilla enterrada a 0,25 m se redujo a la mitad al cabo
de un afio y a menos de un quinto luego de cuatro afios en el banco de semillas. Similares
resultados obtuvo Teo-Sherrell y Mortensen (1996), quienes observaron que el 20 % de la
semilla de ANN permanencia viva luego de 2,5 anos enterrada en el suelo. Los resultados
presentados en este capitulo se corresponden con los de Toole y Brown (1946), quienes
reportaron una supervivencia entre 44 y 67 % luego de un afio, segun la profundidad de

enterramiento.

La tasa de germinacion es un atributo que le permitiria a las malezas establecerse y utilizar
los recursos disponibles de manera anticipada, otorgando una ventaja competitiva frente al
cultivo (Grime, 1974; Harper, 1977). El biotipo agrestal de Tres Arroyos (AGR-A) tuvo el
menor TG50, resultando en la mayor velocidad de germinacion (Tabla 4.4). Este atributo,
junto con su rapido crecimiento inicial, podria estar relacionado con su gran capacidad de

interferencia (Ver capitulo 6y 7).

El reservorio de semillas del suelo de todos los taxas disminuyo (la fraccion de semillas
muertas aumentd) a mas de la mitad luego de seis meses de permanencia en el suelo. En
PET esto fue observado luego de 30 meses, periodo en el cual los restantes taxas tenian

menos del 20 % de sus semillas vivas.

La persistencia y longevidad de las semillas son factores que explican la presencia de
ciertas especies en determinados lugares, estando la longevidad en el banco de semillas del
suelo ampliamente relacionada con la capacidad de una especie de ser maleza (Baker,
1974). Los resultados obtenidos mostraron que mas del 15 % de los propagulos de las
poblaciones naturalizadas de H. annuus y H. petiolaris en la regidon Central Argentina
permanecieron viables luego de 42 meses en el banco de semillas del suelo. Asimismo, la
persistencia de una fraccion menor al 10 % de la semilla de los hibridos de la cruza lineas

puras x poblaciones ruderales fue similar a la del parental ruderal.
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CAPITULO 5

SENSIBILIDAD DE POBLACIONES
NATURALES DE H. annuus Y H.
petiolaris A SEIS HERBICIDAS



111



INTRODUCCION

Las malezas inciden negativamente en la rentabilidad de los cultivos, afectando la cantidad
y calidad de los granos producidos e interfiriendo con la operacion de cosecha (Marzocca
et al., 1976). El uso de herbicidas para el control de malezas ha crecido considerablemente
desde su introduccidon en la primera mitad del siglo XX, siendo una de las principales
herramientas en la agricultura moderna (Leguizamon, 2009). Los herbicidas han facilitado
el manejo extensivo de los cultivos y la implementacion de sistemas de labranza

conservacionistas.

La resistencia a herbicidas es la capacidad heredada de una planta para sobrevivir y
reproducirse después de la exposicién a una dosis de herbicida que normalmente era letal
(WSSA, 1998). Por otro lado, la tolerancia a herbicidas es la capacidad inherente de una
especie para sobrevivir y reproducirse después del tratamiento herbicida. Esto implica que
no ha habido seleccidon o manipulacidon genética para hacer que la planta sea tolerante, la

misma es naturalmente tolerante.

Se considera que existe resistencia crutzada cuando el mecanismo en el cual un biotipo es
resistente a un herbicida también le permite resistir otros de la misma u otra familia, con el
mismo o diferente sitio de accion (Gunsolus, 2002). Por ejemplo, luego del uso extensivo
del herbicida A en un lote, se seleccioné un biotipo que a su vez fue resistente a un
herbicida B, que nunca habia sido aplicado en este lote. En la actualidad existen alrededor

de 50 especies con resistencia cruzada a herbicidas (Beckie y Tardif, 2012).

En las ultimas dos décadas, el cultivo de girasol ha sufrido un desplazamiento hacia zonas
con menor aptitud agronémica (Ingaramo y Feoli, 2008). La incorporaciéon de importantes
innovaciones tecnoldgicas, que aumentd el potencial de rendimiento de los nuevos
hibridos posibilitd que esta situacion no repercutiera desfavorablemente sobre el

rendimiento medio nacional (de la Vega et al., 2007).

Los cultivos con resistencia genética a herbicidas comenzaron a utilizarse comercialmente
en 1984, cuando el primer cultivar de canola resistente a la triazina, ‘OAC Tritdon’, obtenido
mediante mejoramiento clasico, fue introducido en el mercado canadiense (Hall et al.,

1996). Luego de ello, se descubrieron algunos mutantes de genes de la acetohidroxiacido
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sintasa (AHAS), que confieren tolerancia a herbicidas de la familia de las Imidazolinonas y
se utilizaron para crear cultivos de maiz, trigo, arroz, colza y girasol tolerantes a herbicidas
de este grupo (Tan et al., 2005). Excepto la colza, todos los demas cultivos estan liberados
comercialmente en nuestro pais (BASF, 2010). Para el mercado Argentino de semillas no

existen registros de girasol ni colza genéticamente modificada (CONABIA, 2013).

La actual disponibilidad de herbicidas postemergentes selectivos para el cultivo de girasol
se reduce a menos de 15 productos comerciales (CASAFE, 2007). El desarrollo de nuevas
moléculas de herbicidas resulta poco probable, debido al alto costo del proceso comercial,
por lo cual el desarrollo de germoplasma con tolerancia a herbicidas resulta de alto interés
para el girasol (Sala y Bulos, 2012). Durante la ultima década se han desarrollado tres
tecnologias para el control de malezas en girasol, en base a mutaciones naturales o
inducidas, conocidas comercialmente como Clearfield (CL), Clearfield Plus (CL Plus) y

ExpresSun.

Ahasll es un locus multialélico que presenta mutaciones naturales e inducidas que
confieren tolerancia a herbicidas. El alelo Ahas/1-1 confiere tolerancia a imazetapir,
imazamox, leve tolerancia a tifensulfuron y clorimuron, pero estd asociado a sensibilidad a
cloransulam-metilo, piritiobac o altas dosis de Imidazolinonas (Al-Khatib et al., 1998;
Baumgartner et al., 1999; Bruniard y Miller, 2001; Sala et al., 2008b). Las plantas que llevan
el alelo Ahasl1-2 en condiciones homocigota presentan tolerancia a tribenuron (Miller y Al-
Khatib, 2004), metsulfuron y clorsulfuron, pero completa susceptibilidad a imazapir,
imazapic y imazamox (Sala et al., 2008b). Por el contrario, el alelo Ahasl/1-3 confiere altos

niveles de tolerancia a Imidazolinonas pero completa susceptibilidad a las Sulfonilureas.

Una poblacion agrestal de H. annuus resistente a Imidazolinonas, hallada en un campo de
Kansas, EE.UU., que habia recibido imazetapir durante siete afios, fue la primer fuente
genética de resistencia a herbicidas en girasol (Al-Khatib et al., 1998). Mediante métodos
tradicionales de mejoramiento esta fuente posibilité el desarrollo de girasoles CL ©,
comercializados en Argentina a partir de 2003 (Miller y Al-Khatib, 2002; Zollinger, 2003).
Esta fuente de resistencia esta gobernada por dos genes, un gen mayor Ahasl1-1y un gen
modificador, que incrementa los niveles de tolerancia cuando Ahas/1-1 estd presente

(Bruniard y Miller, 2001). Esta tecnologia (IMI-resistente), actualmente disponible en
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Argentina esta comercialmente asociada al herbicida de amplio espectro imazapir y ha
impactado fuertemente en el sistema productivo del cultivo, alcanzando para la campafia
2007/2008 el 38 % del 4drea implantada (BASF, 2008). Debido a que los genes de resistencia
fueron obtenidos de una poblacion de girasol silvestre, algunos componentes de
rendimiento como la biomasa de los granos y el contenido de aceite se vieron afectados

negativamente en los primeros hibridos con esta tecnologia (Sala et al., 2008a).

Se encontrd que el girasol de Kansas resistente a imazetapir que fue utilizado para
desarrollar la tecnologia CL también era medianamente resistente a las Sulfonilureas
clorimuron y tifensulfuron (Baumgartner et al., 1999; Al-Khatib et al., 2000). Otros casos
documentados de resistencia cruzada a herbicidas inhibidores de AHAS involucran a
Stelaria media (Hall y Devine, 1990), Xanthium strumarium (Sprague et al., 1997),

Amaranthus hybridus (Whaley et al., 2007), Cyperus difformis (Merotto et al., 2009).

La empresa privada responsable del desarrollo (BASF), considera que la tecnologia
Clearfield Plus, también denominada CLHA-Plus o CL Plus, permitiria superar los efectos
depresivos del rendimiento que aparece en el fondo genético agrestal asociado a la
tecnologia CL. Los materiales CL Plus tolerarian altas dosis de Imidazolinonas de menor
residualidad, sin rescindir buen control de malezas. Esta tecnologia, esta basada en un
Unico alelo Ahasl1-3 que es dominante y no requiere de la participacién de genes
modificadores (Sala et al., 2008b). De acuerdo a los obtentores, la tecnologia CL Plus esta
basada en un gen dominante que confiere elevada tolerancia a herbicidas IMI (BASF, 2012).
Por ello, pueden aplicarse adyuvantes mas fitotdxicos que confieren amplio espectro de

control de malezas aun con baja dosis de aplicacion (Pfenning et al., 2008 y 2012).

La tecnologia ExpresSun®, se incorpord al mercado de Europa y América del Norte en 2007.
La fuente de tolerancia a la Sulfonilurea tribenuron-metil estd basada en un alelo mutante
similar al Ahasl1-2, fue desarrollada por mutagénesis inducida (Joci¢ et al., 2011; Sala y
Bulos, 2012; Streit, 2012). En Argentina, esta tecnologia se ha incorporado recientemente
al mercado, que dispone de un hibrido comercial con tolerancia a tribenuron-metil (SU-

resistente) (Quality Crops, 2013).

Las Imidazolinonas, que incluyen imazapir, imazapic, imazetapir, imazamox,

imazametabenz e imazaquin, controlan un amplio espectro de malezas gramineas y de hoja
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ancha (Tan et al., 2005). Las Sulfonilureas, al igual que las Imidazolinonas, son herbicidas
gue inhiben la actividad de la enzima AHAS. Desde el principio de la década de 1980, las
Sulfonilureas han resultado ser muy eficaces para el control de malezas de hoja ancha,
principalmente en cultivos de trigo y cebada. Ambas familias de herbicidas también han
demostrado eficacia para el control de malezas parasitas, como Orobanche cumana o
“jopo” (Garcia-Torres et al.,, 1994). Esta maleza parasita, que no ha sido descripta en
Argentina, es una de las mayores limitantes de la produccién de girasol en Europa del Este

y Espaia (Fernandez-Martinez et al., 2012; Pérez-Vich, 2012).

Las Imidazolinonas, junto con las Sulfonilureas, Triazolopirimidinas, Sulfonil amino carbonil
triazolinonas y Pirimidiltiobenzoatos, son herbicidas inhibidores de la enzima
acetohidroxiacido sintasa (AHAS), enzima esencial para la biosintesis de los aminoacidos de
cadena ramificada valina, leucina e isoleucina (Tan et al., 2005; Arregui y Puricelli, 2008).
Los inhibidores de la enzima AHAS, han sido crecientemente utilizados debido a su amplio
espectro de control de malezas, baja toxicidad en mamiferos, alta selectividad, bajas dosis

de aplicacidn y bajas tasas de uso (Mallory-Smith y Retzinger Jr., 2003).

Los hibridos de girasol IMI-resistente son ampliamente utilizados en Turquia debido al
control efectivo de jopo y otras malezas clave como Xanthium (Kaya et al., 2012). Sin
embargo, los hibridos SU-resistentes son ampliamente preferidos en Hungria y Rumania,
pues el herbicida es de menor costo y efectivo especialmente en las dreas donde el jopo no

es problematico.

Olson et al. (2004) estudiaron la tolerancia de 46 poblaciones naturales de H. annuus y tres
de H. petiolaris de EE.UU a imazamox (IMI) o tribenuron-metil (SU). Los autores
concluyeron que al menos el 8 % y el 57 % de los campos estudiados exhibieron tolerancia
a la Imidazolinona o a la Sulfonilurea. También encontraron respuesta diferencial entre
regiones geograficas adjudicadas a la frecuencia de utilizacién de esos herbicidas.
Resultados similares encontraron Miller y Seiler (2005) en Canadd, donde el 52 % de 23
poblaciones de H. annuus fue tolerante a tribenuron-metil. En ese relevamiento ninguna

poblacién de H. petiolaris toleré al herbicida.

En Argentina se ha observado que las poblaciones naturales de ANN fueron sensibles a

bajas dosis de imazapir (Presotto et al., 2012a). Sala y Bulos (2012) estudiaron la respuesta
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de 46 poblaciones de H. annuus a los herbicidas metsulfuron (5 g ha™) e imazapir (80 g ha”
1). Una poblacién colectada en la provincia de Cérdoba, la cual no estaria naturalizada en la
region Central Argentina (Poverene et al., 2002 y 2008; Cantamutto Miguel, com. per.),
mostroé tolerancia a ambos herbicidas y mas de la mitad de su descendencia también lo fue
a imazapir. Estos autores utilizaron esta fuente para desarrollar la linea RW-B, portadora
del alelo (Ahasli-4). El alelo Ahasli-4 podria ser utilizado para desarrollar nuevas

tecnologias.

La presencia de poblaciones naturales de H. annuus en la regién Central de nuestro pais,
que pueden hibridar con el girasol, genera un escenario en el que resulta posible la
produccién natural de hibridos resistentes a Imidazolinonas (Ureta et al., 2008a). Se han
comprobado cruzamientos entre poblaciones naturales de H. annuus y el girasol a
distancias mayores a los 500 m (Arias y Rieseberg, 1994; Ureta et al., 2008b). Debido a que
se trata de un gen dominante, la progenie de plantas de las poblaciones naturales
fecundadas por un girasol IMI-resistente producird descendencia resistente al herbicida

(Massinga et al., 2003).

Aunque la hibridacién de H. petiolaris con el girasol enfrenta barreras reproductivas que
limitarian la introgresidon del cultivo, bajo las condiciones de la agricultura nacional es
frecuente hallar robustas evidencias que prueban lo contrario (Covas y Vargas Lopez, 1970;
Gutiérrez et al., 2010). Si bien las plantas originadas de esas cruzas tienen baja produccion
de semillas y son relativamente poco fecundas, pueden dejar descendencia. También es
posible la recuperaciéon de la capacidad reproductiva en generaciones posteriores a la

hibridacion.

El glifosato es un versatil herbicida no selectivo y de aplicacién foliar, utilizado tanto en
barbecho como en postemergencia de cultivos glifosato-resistentes (RR), que controla
numerosas malezas anuales y perennes (Henry et al., 2007). La introduccién de cultivos RR
a finales de 1990 permitio a los agricultores contar con una simple opcién de control de un
amplio espectro de malezas. Es un herbicida que inhibe de manera competitiva a la enzima
5-enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), responsable de catalizar la sintesis de los
aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Steinrlicken y Amrhein, 1980;

Duke y Powles, 2008). Produce detencién del crecimiento de manera casi inmediatamente,
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seguida por una clorosis en los puntos activos de crecimiento y necrosis a lo largo de toda

la planta en el transcurso de 1 a 2 semanas.

El herbicida aclonifen, del grupo quimico Difenil éter, se liberé al mercado nacional en la
década de 1980 como una nueva alternativa en el control de malezas en girasol, cultivo en
el cual es altamente selectivo (Leguizaman, 2009). En contraste con otros herbicidas de la
misma familia, este compuesto actia a través de la acumulacidon fitotdxica de
protoporfirina IX y de la inhibicién de la sintesis de carotenoides (Kilinc, 2011). Numerosas
malezas son muy sensibles a este herbicida mientras que el cultivo de girasol parece ser
altamente tolerante. El herbicida postemergente benazolin también puede ser utilizado

para el control de latifoliadas en el cultivo de girasol (CASAFE, 2007).

El relevamiento realizado en Argentina documentd 139 casos de plantas o poblaciones
agrestales de especies anuales del género Helianthus, distribuidos en las provincias de La
Pampa, Buenos Aires, San Luis, Cérdoba, Salta y Rio Negro (Capitulo 2). La especie H.
petiolaris fue mas abundante, pero H. annuus solo se observd en 14 localizaciones. Los
voluntarios de girasol se hallaron en una docena de casos. Los restantes casos estuvieron
vinculados a plantas fuera de tipo, emergidas a partir de contaminacidon genética de la
semilla y a cruzas entre los tres taxas. Se desconoce si todas las poblaciones de Helianthus
anuales naturalizadas en Argentina presentan tolerancia a herbicidas de uso generalizado

en la agricultura.

La semilla del girasol puede permanecer en el suelo sin germinar en la estacion que se la
sembrd y los granos del cultivo pueden caer al suelo en forma involuntaria. La germinacién
de estos diseminulos origina a los voluntarios (Cantamutto y Poverene, 2003). A pesar de
gue mas de diez empresas agropecuarias han desarrollado e incorporado al mercado mas
de 15 formulaciones para controlar a estas malezas (Tabla 5.1), bajo ciertas circunstancias
de manejo, las plantas voluntarias de girasol son consideradas malezas nocivas (Robinson,

1978a; Gillespie y Miller, 1984; Gigon et al., 2008).
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HIPOTESIS

Las poblaciones de Helianthus annuus y de H. petiolaris naturalizadas en Argentina son

susceptibles a herbicidas de empleo generalizado en la agricultura nacional.

OBIJETIVO

Evaluar la sensibilidad de poblaciones de H. annuus y H. petiolaris a media (0,5 X) y doble
dosis (2 X) comercial de: glifosato, imazapir, imazapir+imazetapir, aclonifen, prosulfuron,

metsulfuron metil.

118



Tabla 5.1 : Herbicidas recomendados para el control de plantas voluntarias de girasol (CASAFE, 2007).

Principio activo Nombre comercial Empresa Dosis Cultivo
2,4 DB 2,4 DB Equipagro; 2,4 Monsanto, 0,04-1,25 I/ha Alfalfa, lenteja, mani, soja, pasturas
DB Zamba; Butoxone A; Nidera, Nufarm;
Butoxone E; Debemax Icona

MCPA MCPA 28 Nufarm; Nufarm, Nidera 0,5-4 I/ha Alpiste, mijo, arroz, arveja, avena, cebada, centeno,

MCPA Zamba; trigo, césped, campo natural, lino, maiz, mani, papa,

Rhomene sorgo, pasturas gramineas
Bentazon Basagran 60 BASF Argentina 0,5-5 I/ha Arroz, arveja, cebolla, césped, espdrrago, frutales,
lino, maiz, sorgo, mani, papa, pasturas, poroto, soja
Fluroxipir Starane Dow Agrosciences 0,35-1 I/ha Avena, cebada, centeno, trigo, cebolla, citricos,
frutales de pepita
Prosulfuron Peak 75 WG Syngenta Agro 25-30 g/ha Maiz, sorgo, trigo
Imazapic + Imazetapir On Duty BASF Argentina 114 ¢ Maiz Clearfield
Diflufenican Brodal 50 SC; Pelican Bayer; Chemiplant 100 I/ha Pasturas
Acifluorfen + Bentazon NFC NFC 1-1,6 I/ha Soja
Bentazon + Imazaquin NFC NFC 1-1,251/ha Soja
Imazaquin Scepter; Scepter 70 DG BASF Argentina 1(20 %) Soja
Imazaquin + Glifosato One shot BASF Argentina 6,6 I/ha Soja
Imazaquin + Pendimetalin NFC NFC 4,5-5,5 |/ha Soja
Aminopyralid + Metsulfuron Metil Tronador max Dow Agrosciences 1 pack 10-15 ha Trigo
Piraflufen Etil y Metsulfuron Metil Ecopart + Sumieco Summit agro 0,1+8g/ha Trigo
Metsulfuron Metil + Picloram Combo Dow Agrosciences 6,7 g/ha + 0,08 |/ha Trigo
Triasulfuron Logran Syngenta Agro 10 g/ha Trigo
Carfentrazone Etil Affinity; Aurora; Shark FMC 0,03-0,04 I/ha Trigo
40 EC

Dicamba + Prosulfuron + Triasulfuron  Peak pack; Peak pack L Syngenta Agro 100+10+10 g/ha Trigo
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MATERIALES Y METODOS

La evaluacion fue llevada a cabo en el invernadero del Departamento de Agronomia de la

Universidad Nacional del Sur (UNS) (latitud 38°41’46,18"’S longitud 62°14’55,18"0).

El material genético evaluado estuvo constituido por cinco poblaciones naturales de
Helianthus annuus y cinco de H. petiolaris, colectadas por el grupo de trabajo en la regidn
Central Argentina y agrupados en los taxas ANN y PET respectivamente (Tabla 5.2). El
hibrido comercial DK 3880 CL (SUN) y su descendiente F2 (VOL), fueron utilizados como

controles y correspondieron al taxa DOM.

Para la cria de las plantas se utilizaron bandejas multicelda de 28 x 54 cm, rellenas con el
sustrato comercial Grown Mix (MultiPro; www.terrafertil.com). Las semillas se
estratificaron una semana a 5 °C (ISTA, 2004) y se pre-germinaron sobre papel humedo
sobre bandejas plasticas. Con la finalidad de asegurar un nimero minimo de individuos se
colocaron dos semillas, que mostraban emergencia incipiente de la raicilla, por celda.

Inmediatamente luego de la emergencia de las plantulas se raleé a un individuo por celda.

La cria se realizé en invernadero, con riego diario por microaspersién, bajo condiciones de
20-25 °C. A los 40 dias de la siembra, en el estadio de 2-4 hojas desarrolladas (V2-V4;
Schneiter y Miller, 1981), se aplicaron los herbicidas utilizando una mochila pulverizadora
de presidn constante provista con una pastilla tipo abanico plano Teejet 8001. La velocidad

de trabajo fue de 1,09 m s considerando un ancho de labor de 0,6 m.
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Tabla 5.2: Poblaciones del género Helianthus evaluadas por sensibilidad a seis herbicidas bajo condiciones de invernadero.

Acrénimo Origen Departamento/Partido Condiciones bajo las cuales se realizd la recoleccién de la poblacién

Helianthus annuus (ANN)

BRW-A Barrow (BA) Tres Arroyos Poblacién invasora ubicada dentro de un lote de girasol en Tres Arroyos. Cinco afios de
seguimiento

BAR-R Colonia Barén (LP) Quemu Quemu Poblacién muy densa. En camino de tierra perpendicular a RP 10.

RCU-R Rio Cuarto (COR) Rio Cuarto Poblacién numerosa y estable lindera al Aeroclub. Individuos senescentes, poco

ramificados por la sequia
PUM-R Puan (BAI) Puan Poblacién estable lindera al canal de desagiie de la Malteria Puan
DIA-R Diamante (EE) Diamante Poblacidn estable sobre las barrancas del rio

Helianthus petiolaris (PET)

RIV-A Rivera (LP) Adolfo Alsina Poblacidn invasora ubicada en el borde de un cultivo de girasol
SOJ-A Catrilo (LP) Catrilé Plantas invasoras ubicadas dentro de un cultivo de soja
LON-A Lonquimay (LP) Catrilé Poblacidn invasora ubicada dentro de un campo natural intensamente invadido. Tres

anos de seguimiento
CUE-R Cuero de Zorro (BAI) Trenque Lauquen Poblacidn en zona de posible introgresién con girasol
SRO-R Santa Rosa (LP) Capital Poblacidn en banquina de RN35 relativamente aislada de cultivos de girasol
Helianthus domesticado (DOM)
SUN DK3880 - Girasol hibrido IMI-tolerante.
VOL (F2) DK 3880 - Descendencia de polinizacidn libre del hibrido comercial DK3880.

! LP= La Pampa, BAI= Buenos Aires, EE= Entre Rios, COR= Cérdoba
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Los herbicidas post-emergentes fueron seleccionados considerando su potencial utilidad
bajo las condiciones de la agricultura nacional (Tabla 5.3). Los principios activos utilizados
fueron: glifosato, imazapir, imazapir+imazetapir, aclonifen, prosulfuron, metsulfuron metil.
Los herbicidas se aplicaron a razéon de la mitad (0,5X) y doble (2X) de la dosis
comercialmente recomendada (CASAFE, 2007). Para inferir sobre la factibilidad de control
qguimico y el perfil de tolerancia se exploré una subdosis, calculada como la mitad de la
recomendada (0,5X), y una dosis elevada (2X), correspondiente al doble de la comercial.
Como control se utilizaron plantas de cada poblacién criadas en forma simultanea, que no

se asperjaron con los herbicidas.

Luego de 25 dias de la aplicacién de los herbicidas, tres operarios independientes
estimaron el dafio en cada poblacién utilizando una escala visual (Tabla 5.4). La biomasa
aérea y radical acumulada, luego de 32 dias de la aplicacién se obtuvo separando
manualmente las dos fracciones. Cada fraccién fue lavada cuidadosamente con agua y
secada en estufa a 60 °C hasta peso constante. Los datos se expresaron como biomasa seca

aérea y subterranea por planta (g pI™).

Se realizaron dos réplicas del experimento. El disefio empleado fue completamente
aleatorizado con cinco (primer réplica) y seis (segunda réplica) repeticiones. Cada unidad
experimental contdé con 10 o mas plantas (n = 10). Se realizé andlisis de la varianza
(ANOVA) para poblaciones individuales y agrupadas en los taxas (biotipos) ANN, PET y
DOM, de acuerdo a lo mostrado en la tabla 5.2. Se utilizé como variables de clasificacion a
operario y réplica de la prueba. Las medias fueron comparadas mediante la prueba de
Fisher para p < 0,05. El posible error humano de la estimacién del dafio visual provocado
por los herbicidas quedd incluido en el término del error experimental del analisis de

varianza.

El efecto herbicida sobre la biomasa aérea y radical para cada biotipo fue representado en
un grafico de burbujas. El eje X correspondid a la fraccion de acumulacién de la biomasa
aérea respecto del control, el eje Y al porcentaje de biomasa radical respecto del control,
mientras que el tamafio de la burbuja se vinculé con la dosis de herbicida utilizada. Las
burbujas ubicadas sobre el primero de los cuadrantes de la figura (margen superior-

derecho) representaron aquellas combinaciones herbicidas-dosis que afectaron en menor
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medida al biotipo, mientras que las burbujas situadas sobre el tercer cuadrante (margen
inferior-izquierdo) corresponde a aquellos grupos herbicida-dosis que mas la afectaron. En
el segundo cuadrante (margen superior-izquierdo) se ubicaron los tratamientos que han
afectaron en mayor medida a la parte aérea, mientras que en el cuarto cuadrante (margen
inferior-derecho) se ubicaron los tratamientos que disminuyeron en mayor medida a la
biomasa radical. De esta forma, aquellas poblaciones (burbujas) situadas sobre la bisectriz
de la figura, presentaron similar dafio en la biomasa aérea y la biomasa radical. En aquellas
poblaciones situadas por debajo de la bisectriz, el herbicida habria afectado mas a su parte
radical que a la aérea. Por el contrario, en las poblaciones situadas sobre la bisectriz, el

herbicida habria sido mas perjudicial sobre la parte radical respecto a la aérea.

Los biotipos se ordenaron segln la respuesta a los herbicidas mediante un andlisis de
agrupamiento (Cluster). Se realizé un analisis de componentes principales y un biplot en el
cual se mostré la caracterizacién de los grupos diferenciados en el Cluster. En todos los

casos se utilizé el programa estadistico InfoStat (2013).
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Tabla 5.3. Herbicidas postemergentes evaluados en poblaciones de H. annuus y H. petiolaris naturalizadas en Argentina. p.a: principio activo, clasificacién

guimica, nombre comercial, dosis y cultivo recomendados (CASAFE, 2007).

Herbicida Clasificacién p.a Nombre comercial Dosis Cultivos Grupo de malezas
Quimica® nomenclatura quimica recomendada (X) que controla®
Imazapir IMI Acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2- CLEARSOL 100 g/ha Girasol CL Dico-A
imidazolin-2-il) nicotinico Cafia de azucar Dico-P
Mono-A
Mono-P
Imazapir + Imazetapir IMI Acido 2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2- LIGHTNING 114 g/ha Maiz CL Dico-A
il-nicotinico + acido 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5- Mono-A
oxo-2-imidazolin 2-il) nicotinico Mono-P
Metsulfuron Metil SuU Metil 2-[((((4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazina-2- ESCORT 8 g/ha Cebada Dico-A
ilJamino)carbonil)amino)sulfonillbenzoato Trigo
Prosulfuron SuU N-[[(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazina-2-il)- PEAK 75 WG 30g/ha Maiz Dico-A
amino]carbonil]-2-(3,3,3-trifluoropropil)-benceno Sorgo
sulfonamida Trigo
Aclonifen DIF 2-cloro-6-nitro-3-difenileter PRODIGIO 60 SC 900 g/ha Girasol Dico-A
Convencional
Glifosato FMG N-(fosfonometil) glicina ROUNDUP 960 g/ha Amplio espectro Dico-A
Dico-P
Mono-A
Mono-P

M Imidazolinona; SUL: Sulfonilurea; DIF: Difenil éter; FMG: Fosfonometilglicina. ? Dico: dicotileddnea; Mono: monocotileddnea; -A: anual; -P: perenne
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Tabla 5.4: Escala cualitativa utilizada para describir la fitotoxicidad de los herbicidas sobre

las poblaciones de Helianthus annuus y H. petiolaris criadas en invernadero.

Escala Descripcién Calificacién
1 Sin dafio Tolerante
2 Dafio leve Medianamente tolerante
3 Dafio medio, con apice vivo Medianamente susceptible
4 Apice muerto, algunas hojas verdes Susceptible
5 Apice muerto, hojas totalmente secas Muy Susceptible

125



RESULTADOS

EVALUACION VISUAL

A partir del segundo dia luego de la aplicacion, las poblaciones mds susceptibles mostraron
amarillamiento en hojas jévenes y apice de las plantas. Hacia el final de la prueba, los
sintomas de fitotoxicidad se hicieron mds intensos, manifestandose necrosis en hojas y
apices, con la consecuente muerte de las plantas. Por el contrario, los materiales tolerantes
no expresaron dafio visible. Entre ambos extremos se encontraron situaciones intermedias;
plantas con dafio leve sdlo en las hojas, plantas con necrosis parcial de las hojas y dpice

sano y plantas con hojas verdes, pero con el dpice necrosado.

El ANOVA de la evaluacién visual mostré interaccidn entre las variables de clasificacién
herbicida x dosis x biotipos. Por ello el efecto de los herbicidas fue analizado por separado
para cada biotipo y dosis. Se observd que todos los herbicidas afectaron a las poblaciones
de ANN en la dosis de 0,5X (Figura 5.1). Imazapir fue el herbicida mas fitotdxico, con un
nivel de dafio medio de 4,0. Las Sulfonilureas, en general, mostraron menor fitotoxicidad
gue las Imidazolinonas a 0,5X. Metsulfuron produjo menor control que prosulfuron, que se
diferencié de la mezcla imazapir+imazetapir, ambos con un nivel de dafo > 3,5. Aclonifen

produjo un nivel de dafio menor a 2,5.

El taxa PET fue en general menos susceptible a los herbicidas (Figura 5.1). El dafio causado
por los dos principios activos de la familia de las Sulfonilureas superd el nivel 3,0. Las
Imidazolinonas y el glifosato causaron un dafio similar, siendo imazapir+imazetapir la
mezcla herbicida mas fitotdxica. El aclonifen a media dosis comercial fue tolerado por PET y

ocasiond un nivel de dafo medio < 2,0.

Las plantas del taxa DOM no fueron afectadas por los herbicidas de la familia de las
Imidazolinonas, pero fueron altamente dafiadas por las Sulfonilureas. El prosulfuron se
destaco por su elevada fitotoxicidad sobre el girasol (dafio > 4,0). El herbicida aclonifen

produjo un dafio visual que superd en mas de un punto al testigo sin herbicidas.
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En las aplicaciones de los herbicidas a doble dosis comercial se observé que ANN fue muy
afectado por glifosato e imazapir (dafio visual > 4,5) Prosulfuron y la mezcla
imazapir+imazetapir, con un dafio > 4,0 fueron significativamente mas nocivos que
metsulfuron, mientras que aclonifen fue el herbicida mas tolerado, con un dafio visual de

2,9+0,8.

Todos los herbicidas aplicados a 2X afectaron negativamente a PET (Figura 5.2). El glifosato
fue el herbicida mas fitotéxico. Las Sulfonilureas fueron también muy fitotdxicas,
particularmente en el caso del prosulfuron. La otra Sulfonilurea, el metsulfuron, produjo
una toxicidad similar a imazapir, la Imidazolinona mas fitotéxica (dafio > 3,5). Aclonifen

produjo un bajo nivel de dafo visual, y superd al testigo sin herbicida.

La fitotoxicidad observada en DOM con la doble dosis comercial de herbicidas mostré la
misma tendencia que a media dosis. Junto con glifosato, prosulfuron fue el tratamiento
mas fitotéxico, con un valor medio de la escala visual de 4,7 + 0,5. Por su parte las
Imidazolinonas no tuvieron diferencias con el testigo. El herbicida aclonifen causé un dafo

en la escala visual de 3,4 £ 0,5.

En base a la fitotoxicidad a los herbicidas, el analisis de cluster diferencié a cuatro grupos
principales (Figura 5.3). Las poblaciones SUN y VOL fueron altamente tolerantes a las
Imidazolinonas, pero medianamente sensibles a los demds herbicidas. Las cinco
poblaciones de PET fueron tolerantes a aclonifen, medianamente tolerantes a glifosato y
prosulfuron. El grupo integrado por las poblaciones DIA-R y PUM-R, en general fue mas
sensible a las Imidazolinonas, pero toleraron a metsulfuron. El grupo compuesto por las
otras poblaciones de ANN (BAR-R, BRW-A y RCU-R), mostré mayor sensibilidad a todos los

herbicidas evaluados.
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Figura 5.1: Dafio observado (Escala en Tabla 5.4) en los biotipos de Helianthus anuales con
la dosis de 0,5X de seis herbicidas de uso comercial. Para cada taxa, letras distintas indican

diferencias significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).
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Figura 5.2: Dafio observado (Escala en Tabla 5.4) en los biotipos de Helianthus anuales con
una dosis de 2X de seis herbicidas. Para cada taxa, letras distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

Nivel de dafio visual

ANN PET bDom

Control @Aclonifen  iMetsulfuron @ Prosulfuron llmazapirtimazetapir W Imazapir ® Glifosato

130



131



Figura 5.3: Analisis de componente principales de las poblaciones de especies anuales del
género Helianthus evaluados segun la respuesta a seis herbicidas de uso frecuente en la
region Central Argentina. Los vectores corresponden al dafio visual por encima del testigo
provocado por los herbicidas aclonifen (Aclo), prosulfuron (Pros), metsulfuron (Mets),
imazapir (Ima), imazapir+imazetapir (Ima+Ima) y glifosato (Glifo) evaluados a media (0,5X)
y doble (2X) dosis comercial. Las elipses muestran los grupos formados segun respuesta a

herbicidas, diferenciados en el analisis de conglomerados (datos ho mostrados).
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BIOMASA AEREA (BA) y RADICAL (BR)

Los biotipos se diferenciaron en la BA y BR acumulada. Entre ellos, DOM presenté los
mayores valores de biomasa total acumulada (BA =531+ 65 mg pl* y BR =176 + 5 mg pl™).
Por su parte PET produjo las plantas mas pequefias (BA=65+5mgpl*yBR =39+ 4 mgpl
1). ANN presenté una acumulacién de biomasa intermedia entre los otros dos biotipos. El
ANOVA de los parametros BA y BR también mostré interacién triple entre las variables de
clasificacién, por lo cual los resultados se presentaron separados segun biotipos, dosis y

herbicidas.

Todos los herbicidas evaluados a 0,5X disminuyeron significativamente la BA de ANN (Tabla
5.5). Imazapir fue el herbicida mas fitotéxico y redujo la BA de ANN mds del 50 %, mientras
que las Sulfonilureas produjeron la fitotoxicidad mas baja (Figura 5.4). Entre ellas, el
metsulfuron redujo menos del 20 % la BA y fue el Unico que no afecté la BR de ANN.
Glifosato fue el herbicida mds limitante de la acumulacién de BR, que se redujo mds del 50
%, sin diferenciarse de imazapir y la mezcla imazapir+imazetapir. Glifosato fue el Unico

herbicida que a 0,5X modifico la relacion BA/BR de ANN.

Los herbicidas evaluados a 2X disminuyeron de manera altamente significativa la
acumulacién de BA y BR de ANN. Al igual que lo observado a 0,5X, aclonifen fue el
herbicida que menos inhibié la produccion de BA (35 %), sin diferenciarse de las
Sulfonilureas (Tabla 5.5). Por otro lado, el glifosato fue el que mas dafio causo, limitando la
acumulacién de BA mds del 75 %. Las Imidazolinonas causaron una mayor reduccion de la
BR y difirieron entre si, siendo imazapir la Imidazolinona mas fitotdxica con reduccién de la
BR mayor al 50 %. Al igual que lo ocurrido a 0,5X, glifosato redujo en mayor grado la
acumulacién de BR, a un nivel tal que se observé un completo secado de las plantas por lo
que no fue posible cuantificar el dafio. Debido a esto, para la relacién BA/BR este
tratamiento fue excluido del andlisis, resultando las Imidazolinonas los que afectaron en

mayor medida esta relacién.
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Tabla 5.5. Efecto de seis herbicidas de uso comercial sobre la biomasa aérea (BA), biomasa radical (BR) y relacion BA/BR de los biotipos de Helianthus anuales.

Para cada poblacién, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

ANN PET DOM
BA BR BA/BR BA BR BA/BR BA BR BA/BR
Control 178+ 15a 92+8a 2,2+0,1 65+5a 39+4a 1,5+0,1 531+65a 176 £5a 45+0,3b
0,5X
Aclonifen 105+12¢ 67 7 bc 20+0,1b 6l+4ab 34t6ac 1,8+0,2 291+46b 106+5b 48+0,4a
Glifosato 101+9c 31+5d 3,2+0,5a 49 +5cd 19+3d 2,1+0,3 257+27b 56+10c 6,5+1,0b
Imazapir + Imazetapir 102+7c 51+4cd 2,3+x0,1b 53+4bc 36+3ab 1,5%0,1 607 £57 a 176 £ 4 a 46+0,2a
Imazapir 87t6¢C 44 +4d 24+0.2b 49 +3cd 28+2cd 1,5+0,1 575+47 a 173+t4a 44+0,1a
Metsulfuron 147 +12b 79t6ab 22+0,1b 42+2d 29+2bc 1,6+0,1 324+39b 113+8b 4,2+0,3a
Prosulfuron 140+ 10b 67 +4 bc 25+0,1b 46+ 3 cd 28+2cd 1,6+0,1 311+32b 99+6b 45+0,2a
ANOVA ok ok ok ok ok ns ok ok ok
2X
Aclonifen 116+ 10b 63+5b 24+0,1b 51+3b 29+2b 1,7+0,1 286+36b 94 +7bc 4,5+0,2
Glifosato 40t4e 0t0e - 23+2d 0+0c - 113+9c 0+0d -
Imazapir + Imazetapir 79+5cd 44+ 4 c 2,9+0,5ab 40+3c 27+2b 1,4+0,1 604 £55a 171+3a 4,7+0,2
Imazapir 65+5d 29+3d 331042 40+2c 25+2b 1,6+0,1 637 +67a 170t 6a 4,7+0,3
Metsulfuron 115+ 10b 63+5b 24+0.2b 35+2c 25+2b 1,6+0,1 276 +£30b 102+8b 4,0+0,3
Prosulfuron 94 +7 bc 54+ 4bc 2,310,1b 37+2c 24+1b 1,4+0,1 252+26b 86+6¢C 4,2+0,3
ANOVA ok ok * ok ok ns ok ok ns

Los datos pertenecientes al tratamiento de glifosato a 2X fueron excluidos para el analisis de la relacién BA/BR debido a que la raiz se encontraba total

destruida (BR = 0).
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Figura 5.4: Acumulacién porcentual de biomasa aérea y radical de Helianthus annuus en
respuesta a seis herbicidas. El tamafio de la bola indica la dosis utilizada (chica = 0,5X;

grande = 2X).
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El herbicidas aclonifen a 0,5X no afecté la acumulacién de BA y BR de PET, sin diferenciarse
de Imazapir+Imazetapir para BR (Tabla 5.5). El resto de los herbicidas disminuyeron estos
pardmetros mas del 15 %. Con metsulfuron, la BA disminuyé mas del 30 %. Glifosato fue el
herbicida que mas afecto la BR, habiendo desarrollado menos del 50 % del control libre de

herbicidas (Figura 5.5).

Todos los tratamientos a 2X disminuyeron la acumulaciéon de BA de PET. Aclonifen fue el
herbicida que menos afectd este parametro (< 25 %), mientras que glifosato fue el que mas
limité el crecimiento aéreo (> 60 %). Los tratamientos con Imidazolinonas y Sulfonilureas,
no difirieron entre si y deprimieron la acumulacién de BA en una magnitud intermedia a lo

causado por los otros dos herbicidas.

Al igual que lo ocurrido con la BA, todos los herbicidas aplicados a 2X disminuyeron la
produccién de BR de PET. Las Imidazolinonas, las Sulfonilureas y el aclonifen disminuyeron
mas del 25 % la BR, sin diferir significativamente entre ellos. El glifosato aplicado a razén de
2X, produjo completa anulacion de la BR. La relacién BA/BR de PET no fue afectada por

ningun herbicida.

Aplicadas a razén de 0,5X, las Imidazolinonas no afectaron la BA y BR de DOM, mientras
gue los demas tratamientos si lo hicieron (Tabla 5.5). A esa misma dosis, el glifosato fue el
herbicida mas fitotdxico y redujo mas del 60 % la BR y la BA (Figura 5.6). Este herbicida fue

el Unico que modifico la relacion BA/BR.

Al igual que lo observado en 0,5X, las Imidazolinonas a 2X no afectaron la BA y la BR de
DOM. En esa dosis, el glifosato redujo la BA mas del 75 % y produjo completa cesacion de
la vitalidad de la BR. De los restantes herbicidas, prosulfuron fue el mas nocivo
disminuyendo mas del 50 % la BA y la BR. La exclusion del tratamiento de glifosato a 2 X no

permitié observar diferencias en la relacion BA/BR.
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Figura 5.5: Acumulacién porcentual de biomasa aérea y radical de Helianthus petiolaris en
respuesta a seis herbicidas. El tamafio de la bola indica la dosis utilizada (chica = 0,5X;

grande = 2X).
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Figura 5.6: Acumulacién porcentual de biomasa aérea y radical de dos poblaciones de
girasol domesticado (DK3880 y su F2) en respuesta a seis herbicidas. El tamario de la bola

indica la dosis utilizada (chica = 0,5X; grande = 2X).
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DISCUSION

En general, las poblaciones de ANN fueron sensibles a los herbicidas evaluados, siendo
imazapir el herbicida que produjo la mayor fitotoxicidad. Presotto et al. (2012a) también
hallaron que las poblaciones argentinas de ANN eran muy sensibles a imazapir y resultaban
afectadas aun con dosis bajas. Las poblaciones de PET presentaron un nivel intermedio de

tolerancia a las Imidazolinonas pero las Sulfonilureas fueron mas fitotdxicas.

A pesar de que Sala y Bulos (2012) encontraron tolerancia a Imidazolinonas y Sulfonilureas
en una poblacién subespontanea de Cérdoba, ninguna de las poblaciones naturalizadas
estudiadas presentd tolerancia a estos herbicidas. Solo la poblacién colectada en Pudn
presentd cierta tolerancia a 2X, considerando que mostré un dafo visual inferior a un
punto por encima del testigo libre de herbicidas. Sin embargo, esa poblacién fue altamente
susceptible a imazapir. El hallazgo de una poblacion tolerante a herbicidas por parte de
estos autores, estaria aumentando el potencial invasivo de las malezas del género
Helianthus. Esas poblaciones podrian invadir cultivos ya que el control quimico se veria

limitado.

Los genotipos domesticados de girasol, hibrido DK3880 y su descendencia, no fueron
afectados por las Imidazolinonas, aun con 2X. Esto era esperable debido a que el hibrido
cuenta con tecnologia Clearfield. En girasol, la resistencia genética a Imidazolinonas sélo
puede lograrse bajo la condicién de homocigosis de los genes que la controlan (Imr1, Imr1,
Imr2, Imr2) (Bruniard y Miller, 2001). Para ser completamente resistentes, los hibridos
deben tener factores de resistencia en los dos progenitores. Por lo tanto, la descendencia,

gue generalmente conforma las poblaciones de plantas voluntarias, heredara este caracter.

El girasol tradicional es sensible a las Sulfonilureas, encontrarse dafio por residuos aun
luego de un afio de su aplicacién (Alonso-Prados et al., 2002). Los resultados obtenidos en
el presente capitulo fueron congruentes con estos antecedentes, ya que tanto prosulfuron

como metsulfuron fueron fitotoxicos para los materiales domesticados, aun a baja dosis.

Aunque se considera que la mutacidon que confiere tolerancia a Imidazolinonas podria
producir amplia resistencia cruzada a varias familias de herbicidas inhibidores de AHAS

(Tranel y Wright, 2002; Sala et al., 2008b), esto no se observé en los resultados en la
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presente experiencia (Figura 5.1 y 5.2). El hibrido IMI-tolerante y su progenie, no
mostraron tolerancia a las Sulfonilureas evaluadas. Esta situacién permitiria aconsejar el
empleo de Sulfonilureas para evitar que las poblaciones naturales de ANN y PET fijen la
resistencia genética del girasol CL si existiera flujo génico. Es poco probable que la
introgresion del cultivo derive en la adquisicién de resistencia a herbicidas que no poseen

los dos parentales.

Las Sulfonilureas en general tuvieron similar efecto sobre los biotipos de Helianthus
posiblemente debido a que poseen el mismo sitio de acciéon (Brown, 1990; Arregui y

Puricelli, 2008), sin embargo prosulfuron fue mds fitotdxico que metsulfuron.

Aclonifen fue el herbicida con menor fitotoxicidad sobre las poblaciones de especies
anuales del género Helianthus, siendo la especie PET algo mas tolerante. Resulté Ilamativo
que la tolerancia de los materiales de girasol al aclonifen fuera incompleta, teniendo en
cuenta que es el herbicida recomendado para el empleo postemergente en girasol para la
Republica Argentina (CASAFE, 2007). Las plantas de girasol mostraron algunos sintomas
aparentes de fitotoxicidad, que se manifestd con moteado blanco y clorosis general. Este
efecto visual se expresé también en la disminucidn del crecimiento aéreo y radicular, que
ocurrio aun con la media dosis comercial 0,5X. Pannacci et al. (2007) y Mircovich y Regnault
(2006) también observaron efectos transitorios de fitotoxicidad, que se expresaron como

manchas foliares amarillas.

Resulté notorio que todos las poblaciones presentaron cierta tolerancia a la subdosis de
glifosato. Al-Khatib et al. (2000) estudiaron el efecto de cuatro herbicidas inhibidores de las
AHAS sobre H. annuus resistente a imazetapir, solos y en mezcla con glifosato, lactofen o
acifluorfen. El mejor control lo obtuvieron cuando las mezclas incluian glifosato. Por ello,
para lograr un control adecuado y disminuir el tamafio poblacional de malezas del género

Helianthus, seria aconsejable no utilizar subdosis de este principio activo

Se destacd que PET presenté una tolerancia generalizada a 0,5X de todos los herbicidas
evaluados. Este comportamiento alerta acerca del riesgo de falta de control en caso de
emplear subdosis de herbicidas y hace aconsejable que re reitere la recomencacién de
realizar el ajuste de las condiciones de aplicacién para evitar la seleccién de individuos

tolerantes.
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La tolerancia a los herbicidas evaluados no diferenci6 de forma consistente a las
poblaciones naturales de Helianthus annuus y de H. petiolaris. Los resultados obtenidos
pueden ser utilizados para optimizar el control quimico de poblaciones agrestales de H.
annuus y H. petiolaris, pudiendo utilizarse para el desarrollo de estrategias de manejo de

las mismas (Capitulo 8).
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CAPITULO 6

EXOFERALIDAD EN GIRASOL (Helianthus
annuus): ESTUDIO DE UN CASO DE
INTERFERENCIA INTRAESPECIFICA

PROMOVIDO POR LA ACTIVIDAD HUMANA

2013
Field Crops Research 142, 95-101

Mauricio Casquero, Alejandro Presotto, Miguel Cantamutto
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INTRODUCCION

La intensificaciéon del comercio internacional de productos agricolas ha sido un factor
promotor de numerosas invasiones biolégicas en diversos lugares del planeta. La actividad
humana moviliza en forma intencional o inadvertida a los propdgulos de las plantas
(Mashhadi y Radosevich, 2004). De esta manera, algunas especies vegetales se dispersan y
se vuelven abundantes fuera de su habitat natural. Las hipdtesis que persiguen explicar a
las invasiones biolégicas, basadas en diferentes mecanismos y escalas de interaccion, estan

bajo continua discusién (Inderjit et al., 2005).

El nUmero de especies nocivas, que causan pérdidas econdmicas en la agricultura, aumenta
cada afio (Vitousek et al., 1997). Los agroecosistemas son extremadamente susceptibles a
las invasiones bioldgicas, ya que la sucesion natural es continuamente interrumpida por las
operaciones agricolas (Baker, 1986). Bajo determinadas circunstancias, las actividades
agricolas promueven la emergencia de nuevas y mas complejas malezas, responsables de
importantes pérdidas de rendimiento (Labrada-Romero, 2009). Sin importar su identidad
botanica, una planta es considerada maleza cuando interfiere con las actividades humanas

(Booth et al., 2003).

El grupo taxondémico del girasol, Helianthus annuus, es un complejo botdnico singular que
incluye biotipos silvestres (ruderal), domesticados (girasol) y malezas (agrestal). Estos
biotipos coexisten en el mismo espacio y dimensiéon temporal (Heiser, 1978). En este
complejo botanico, los voluntarios que emergen de semillas caidas del cultivo son también
consideradas malezas nocivas (Hadkansson, 2003). Estas malezas no poseen la capacidad de
autoperpetuarse, por lo tanto su persistencia en el habitat depende del continuo aporte de

semillas al suelo (Gillespie y Miller, 1984).

En Norte América, el centro de origen del género, el biotipo agrestal H. annuus es
altamente nocivo, con capacidad para competir con numerosos cultivos (Tabla 1.2). A pesar
de ello, no se conoce el efecto de la maleza sobre el rendimiento del girasol. Tampoco se

han desarrollado estrategias para su manejo en girasol.

El biotipo ruderal de H. annuus, que forma parte de la flora natural de la regiéon Central

Argentina, es considerado un invasor no nativo, (Poverene et al., 2002). El biotipo ruderal
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se habria movido en pasos sucesivos a través de un gradiente bidtico y abiético, a lo largo
de las principales rutas, asociado al transporte de granos (Cantamutto et al., 2010c).
Debido a que la distribucion geogréfica de las poblaciones naturales se superpone
extensamente con la del girasol, la hibridacién entre ambos taxas es frecuente (Ureta et al.,
2008a), promoviendo la emergencia de nuevos biotipos complejos. Antes del ciclo estival
2008/2009, en la region Central Argentina solo se habian encontrado plantas fuera de tipo

(Poverene et al., 2008).

Como resultado de la presion de seleccion ejercida por las practicas agricolas sobre las
poblaciones de plantas colonizadoras pueden surgir nuevas especies y biotipos de malezas
nocivas (Warwick y Stewart, 2005). Otros biotipos maleza pueden surgir como formas
ferales a partir de mutaciones del cultivo (Martinez-Ghersa et al., 2000; Gressel, 2005).
Cuando las poblaciones ferales se originan a partir de escapes del cultivo, el proceso es
denominado endoferalidad. Si el nuevo biotipo o especie emerge luego de la hibridacién
entre el cultivo y su pariente de la flora natural (silvestre o agrestal), el proceso se
denomina exoferalidad. Se considera que este ultimo camino evolutivo fue el que originé a
las poblaciones agrestales de H. annuus en Francia y en Espafia, a partir de semillas con

contaminantes genéticos importadas de EE.UU. (Muller et al., 2009).

Al igual que el girasol, el arroz también coexiste con un pariente maleza de la misma
especie (Oryza sativa), que es extremadamente dificil de controlar (Estorninos et al., 2005).
Todas las razas de esta maleza muestran dehiscencia (antes de la recoleccién del cultivo),
dormicion de semilla y poseen mecanismos defensivos (Gealy et al., 2003). A pesar de que
el arroz es una especie autégama, varios rasgos de domesticacién se han hallado en Ia
maleza, sugiriendo que la hibridaciéon con el cultivo podria haber contribuido a su

emergencia y haber facilitado una amplia distribucién mundial.
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HIPOTESIS

Los biotipos agrestales de H. annuus estdn presentes en los establecimientos agricolas de

Argentina y causan pérdidas de rendimiento y calidad de granos.

Los biotipos agrestales de H. annuus presentan rasgos morfoldgicos intermedios entre

poblaciones naturales y el girasol, ya que surgieron del flujo génico entre ambos taxas.

OBIJETIVOS

Detectar y caracterizar procesos invasivos de H. annuus agrestales en Argentina.

Estimar la reduccion en el rendimiento y la calidad del girasol causada por la interferencia

del biotipo agrestal de H. annuus.

Caracterizar plantas agrestales de H. annuus en condiciones de competencia con girasol.
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MATERIALES Y METODOS

CARACTERIZACION AGROECOLOGICA

Se realizaron viajes de exploracién bajo el procedimiento informado en Poverene et al.
(2008). Para que una planta de H. annuus fuera considerada agrestal (AGR) debid
encontrarse dentro de un lote agricola, fuera de la linea de siembra, y poseer al menos dos
de los siguientes caracteres; presencia de antocianinas en tallos o peciolos, ramificacién

(Hockett y Knowles, 1970), didmetro de capitulo < 5 cm y disco color rojo.

La superficie ocupada por el cultivo y por la maleza fue calculada usando un navegador GPS
personal (Garmin eTrex Vista® HCx). La densidad de la maleza fue estimada en un circulo
de 2 m de radio alrededor del observador (n = 10), a lo largo de una transecta con forma de

“W”, localizada dentro del area invadida (Cantamutto et al., 2010c).

Se hallé una poblacién de H. annuus AGR (BRW-A; Capitulo 2) en la regién Central
Argentina (38°16°03°'S, 60°07°44°°0; Pablo Errazu, com. pers.), en una zona sin registros de
H. annuus ruderal (RUD). La poblacion se encontraba en un lote de 65 ha, cultivado con
girasol. El cultivo presentaba una densidad de 5,0 * 1,2 plantas m™, que era adecuada para
la region. La textura del suelo era franca (33 % arena, 42 % limo y 25 % arcilla) con 5,0 % de
materia orgdnica y pH 6,5. Otras especies de malezas presentes, con baja frecuencia,
fueron Datura ferox “chamico”, Chenopodium album “quinoa”, Xanthium spinosum “abrojo

chico” Cynodon dactylon “gramén” y Solanum sisymbrifolium “revienta caballo”.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

El biotipo AGR se caracterizdé en el campo experimental del Departamento de Agronomia
de la UNS durante tres estaciones de crecimiento sucesivas. Se utilizd un biotipo RUD y
girasol (SUN) como controles. La semilla del biotipo RUD provenia de una poblacién
localizada en la banquina de una ruta provincial en la provincia de La Pampa (fuera del lote
de cultivo). El biotipo SUN fue representado por tres hibridos comerciales; Dekalb 4050,
Dekalb 3820, Dekalb 3845 OIL PLUS (todos de Syngenta), y la variedad de polinizacion

abierta Antilco (El Cencerro).
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Los biotipos AGR y RUD fueron sembrados en bandejas multicelda (28 cm x 54 cm; 100
celdas) con sustrato comercial Growmix (Multipro) y criados durante 30 dias en
invernaculo bajo luz natural a 20-25 °C. Las semillas fueron estratificadas a 5 °C durante
una semana con el objetivo de romper la dormicion (ISTA, 2004). Las plantas fueron
trasplantadas en el campo experimental en el estadio V4 (Schneiter y Miller, 1981), en
hileras a 2 m y una separacién de 0,3 m entre individuos. Las plantas de los biotipos SUN se
criaron mediante siembra directa en el campo experimental, con el mismo arreglo del
cultivo que los materiales invasores. La caracterizacién fenotipica fue realizada en el
estadio R6 por medio de 27 descriptores (GRIN, 2012). Se evaluaron 42 plantas RUD, 36
AGR y 40 SUN.

Las plantas AGR fueron clasificadas por medio de un indice hibrido basado en el resultado
numérico de cuatro caracteres cualitativos (Carney et al., 2000): tipo de ramificacion (0 =
sin ramificacién; 1 = ramificacién apical; 2 = ramificacidn total), color del disco (0 = amarillo;
1 = rojo), presencia de antocianinas (0 - 1) y presencia de capitulo principal (0 - 1). El indice
de cada planta se obtuvo mediante la suma del valor obtenido en cada uno de los

caracteres. El puntaje mas alto fue asignado al biotipo RUD y el mds bajo a SUN.

ESTUDIO DE COMPETENCIA

LOTE DEL PRODUCTOR

La interferencia sobre girasol, fue estimada durante tres estaciones de crecimiento, en el
estadio R8 utilizando parcelas de 1 m? (n = 30) localizadas aleatoriamente sobre dos
transectas de 200 m distanciadas 5 m a 30° de la linea de siembra, en direccién NE-SO. Se
evalud la densidad de plantas de la maleza y del cultivo, nimero de capitulos por planta,
didmetro de capitulo y nimero de granos por planta. Luego de madurez fisioldgica y
secado en laboratorio, los capitulos fueron cosechados y trillados manualmente. La
biomasa por grano de SUN se estimé mediante una fraccidn representativa (> 20 g).
Aguellos granos AGR con similar tamafo y forma que los de SUN, que podrian ser
recolectados por la cosechadora, fueron separados manualmente utilizando una zaranda
de agujeros rectangulares (2 mm x 20 mm). El rendimiento del cultivo (g m™) incluyé solo
el rendimiento de las plantas SUN, mientras que el rendimiento cosechable (g m™)

representa el rendimiento total, incluyendo tanto el rendimiento de SUN como el de
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aquellos granos de las plantas AGR, que debido a su tamafio, podrian ser recolectados por

la cosechadora.

Para el analisis estadistico, los datos se agruparon cuatro categorias, segln la densidad de
la maleza: 0; 1; 2 - 3y > 4 malezas m™>. El contenido de aceite y la composicién acidica del
cultivo y la semilla de la maleza con ancho > 2 mm, se estimé mediante resonancia
magnética nuclear y cromatografia gaseosa (Camara Arbitral de Cereales Bahia Blanca). La
calidad de los granos fue estimada considerando la contribucién de cada fraccién para cada

intervalo de densidad de maleza.

CAMPO EXPERIMENTAL

La competencia ejercida por el biotipo AGR sobre SUN fue evaluada en el campo
experimental (38° 41’ 46 S, 62° 14’ 55 O) durante dos estaciones de crecimiento. El suelo
presentaba buen drenaje, textura franco arcillo-arenosa (68 % arena, 7 % limo, 25 %
arcilla), 1,1 % de materia organica y pH 7,7. El cultivo de girasol estuvo representado por
los hibridos DK3880 CL y Nidera P104 CL, que fueron cultivados con suficiente nivel de
fertilidad y riego por goteo. La dormicién de las semillas de las malezas se rompid antes de
la siembra, como se explicd en la seccién anterior. Tanto el cultivo como la maleza fueron
sembrados manualmente, en exceso y en simultdneo. Las semillas del biotipo AGR fueron
colocadas equidistantes entre dos plantas de SUN a no mas de 10 cm de separacion de la
hilera del cultivo. En el estadio V4, se ajusté el stand de AGR a las densidades objetivo vy el

del SUN a 7,1 plantas m™.

Las densidades estudiadas fueron 0 (control), 0,2; 2,4; 7,1 y 10,7 malezas m™. El ensayo se
mantuvo libre de otras malezas en forma manual, para aislar solamente el efecto del
biotipo AGR. El disefio fue en bloques completamente aleatorizados con cuatro
repeticiones. Las unidades experimentales comprendieron tres hileras de cultivo, de 2 m de

largo y espaciadas 0,7 m.

La competencia de las malezas se evalué sobre las plantas centrales de cada unidad
experimental (n = 4). Los capitulos de estas plantas fueron cosechados manualmente en el

estadio R8 y se secaron bajo condiciones de laboratorio. Se evalud el diametro de capitulo,
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el nimero de granos y el rendimiento por planta. El rendimiento del cultivo (g m?) fue

estimado como el producto de la densidad de cultivo y el rendimiento por planta.

ANALISIS ESTADISTICO

La morfologia del biotipo AGR se caracterizé mediante analisis de componentes principales
(ACP), siendo los factores utilizados altura de planta, nimero de capitulos, numero de

filarias, largo y ancho, nimero y largo de flores liguladas y didmetro de capitulos.

Los indices hibridos fueron representados graficamente en histogramas, mostrando el
porcentaje de plantas con cada puntuacidn. La relacién entre pardmetros reproductivos y
densidad del biotipo AGR fue analizada mediante ACP. La relacion entre rendimiento del
cultivo y la densidad de AGR fue también analizada mediante el ajuste de la funcidn

hiperbdlica rectangular descripto por Cousens (1985). La ecuacién utilizada fue:

Y =Ywf - Yywf xI(Wd /100 % (1 + 1xWd/A)3 XE
WY = Yowf — Y,wf xI(Wd /100 X (1 + IxWd /A)» A
Ec.6.1

donde Y es el rendimiento del cultivo observado (g m™), Ywf, | y A son pardmetros
estimados por el modelo y Wd es la densidad de malezas (plantas m?). Ywf es el
rendimiento del cultivo libre de malezas (g m™>), | y A representan la perdida de
rendimiento (%) cuando la densidad de maleza tiende a cero y a infinito, respectivamente.
Los parametros se determinaron para los cinco ensayos (campo del productor y campo
experimental) y afios. Utilizando la Ec. 6.1, la pérdida de rendimiento (%) del cultivo fue
estimada para el rango de densidad de maleza y la media fue comparada mediante ANOVA
considerando dos grupos (campo del productor tres estaciones, campo experimental dos
estaciones). Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico NLREG (2008) e

InfoStat (2013).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION AGROECOLOGICA

Durante el periodo estudiado se observé un aumento del area invadida por el biotipo AGR

en el establecimiento, que estuvo asociado al cultivo de girasol (Tabla 6.1y Figura 6.1).

El lote del productor invadido por el biotipo AGR se encontraba dividido en dos
subparcelas, la SE (46 ha) y la NO (19 ha). En cada una de ellas se alternaron cultivos
estivales de girasol y soja transgénica (RR). El parche inicialmente invadido por el biotipo
AGR cubria mas del 15 % de la subparcela SE, que estaba cultivada con girasol. La poblacién
AGR se encontraba a una densidad de 4,2 £ 3,0 plantas m'z, alcanzando 11 plantas m? en

los sectores mas densos.

En 2010, la poblacion de AGR era pequeifia (n < 200), debido a que en la soja RR se habia
utilizado glifosato para el control de malezas. Varias plantas AGR estaban distribuidas en
tres pequefios parches (< 100 m?), distanciados mas de 400 m del lugar inicial, fuera de la

subparcela SE.

En la temporada siguiente (2011) la maleza se encontraba en la subparcela SE, cultivada
con girasol. El area invadida habia aumentado a 26 ha, aunque en promedio la densidad

era menor (1,8 + 1,6 malezas m™) que en 2009.

En 2012, el sector SE se encontraba nuevamente libre de plantas del biotipo AGR, debido al
uso de glifosato en el cultivo de soja RR. En esta estaciéon de crecimiento la poblaciéon
maleza se habia trasladado a la subparcela NO, ocupando 10 ha, en las cuales se observo

un parche con 4,8 + 4,7 malezas m™.
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Tabla 6.1: Progreso de la invasion del biotipo agrestal (AGR) en el lote del productor

durante cuatro anos de observacién, asociado con cultivos de verano.

Observacién

Subparcela

Cultivo
Tamafio poblacional de AGR (n)

Area invadida por AGR (ha)

Cultivo
Tamafio poblacional de AGR (n)

Area invadida por AGR (ha)

Cultivo
Tamafio poblacional de AGR (n)

Area invadida por AGR (ha)

Cultivo
Tamafio poblacional de AGR (n)

Area invadida por AGR (ha)

2009

2010

2011

2012

SE (46 ha)
Girasol
3,4 10°

8

Soja

Girasol
4,7 10°
26

Soja

NO (19 ha)

Soja

Girasol
2,0 10°
<1

Soja
0
0

Girasol
4,8 10°
10
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Figura 6.1: Distribucion y progreso de la invasién del biotipo agrestal (AGR) en el lote del

productor.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA

El ACP mostré claramente que la maleza AGR presentaba morfologia intermedia entre RUD
y SUN (Figura 6.2). El biotipo AGR fue mas similar al biotipo RUD, que era 35 % mas alto
qgue SUN (Tabla 6.2). El biotipo AGR desarrollé en el tallo principal 6 - 13 hojas mas que los
biotipos RUD y SUN. El biotipo AGR presentd 29 + 13 capitulos por planta, mientras que
RUD produjo 110 + 57 capitulos por planta. El didmetro de los capitulos del biotipo AGR fue
intermedio entre RUD y SUN. También el numero de flores liguladas por capitulo, su

longitud y el nimero de filarias fueron intermedios al de ambos biotipos.

El indice hibrido, basado en cuatro caracteres cualitativos, también mostré que el biotipo
AGR tenia una morfologia intermedia entre RUD y SUN (Figura 6.3). En el biotipo SUN no se
observaron ramificaciones, antocianinas y el color del disco era amarillo. En el otro
extremo, las plantas del biotipo RUD tenian ramificacién total y el color del disco era rojo.
Las plantas del biotipo AGR fueron morfolégicamente mds similares a las de RUD que a las
de SUN, mostrando 64 % de las plantas con ramificacion total, 80 % con disco rojo, 70 %
con antocianinas en el tallo y peciolos. La presencia de un capitulo principal en el 94 % de

las plantas fue el rasgo morfolégico que mas se asocié con SUN.
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Tabla 6.2: Descriptores utilizados para caracterizar al biotipo agrestal de H. annuus (AGR)

en un jardin comun. También se muestra los caracteres morfoldgicos de H. annuus ruderal

(RUD) y de girasol (SUN)

Biotipos
Acrénimo Descriptores (categorias, unidades) RUD AGR SUN
Caracteristicas de las plantas
RAMI Tipo de ramificacidon (SIN = sin ramificacion; AP = T AP-T S
ramificacion apical; T = ramificacion total)
ALTU Altura de planta (cm) 198 + 52 200 £ 56 128 £ 23
DIAT Didmetro del tallo a media altura (cm) 2,1+0,5 2,3+0,8 2,5+0,4
CPRI Presencia de capitulo principal (P = presencia, A = A P-A P
ausencia)
NCAP Numero de capitulos (n) 110+ 57 29+ 13 1+0
ANTO Antocianina en tallo y peciolos (P = presencia, A = P-A P-A A
ausencia)
Caracteristicas de las hojas
AHOJ Ancho de la hoja (cm) 19,5+3,1 21,8+5,3 28,0+4,8
LHOJ Largo de la hoja (cm) 23,4+3,6 22,0+4,9 25,9+3,7
LPEC Largo del peciolo (cm) 17,5+3,4 16,9+5,6 16,1+2,9
BHOJ Base de la hoja (CU = cuneado, CO = cordado) CU-CO Cco co
SHOJ Superficie de la hoja (L = liso, PE = poco L-PE PE - ME ME
encrespado, ME = muy encrespado)
MHOJ Margen de la hoja (L = liso, DA = débilmente DA - MA DA - MA MA
aserrado, MA = muy aserrado)
NHOJ Ndmero de hojas (n) 23+6 29+11 16+3
HLF Hoja en parte posterior del capitulo (PR = PR - AU PR - AU AU

presencia, AU = ausencia)
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Continuacion tabla 6.2

Caracteristicas de la inflorescencia

NLIG
ALIG
LLIG
NFIL
LFIL
AFIL
DIAC
CDIS

Numero de flores liguladas (n)
Ancho de flor ligulada (mm)
Largo de flor ligulada (mm)
Numero de filarias (bracteas) (n)
Largo de filaria (mm)

Ancho de filaria (mm)

Diametro de capitulo (cm)

Color del disco (A = Amarillo, R = Rojo)

24+4
11,8+1,6
37,2+5,0
30+4
21,1+£3,2
8,2+1,4
40+04
R

35+6
13,2+2,2
39,7+16,4
41+9
36,4+10,3
15,1+3,2
7,0%+2,6
A-R

47 +7
22,2+3,8
76,7+12,6

44 +9
61,1+9,1
35,7+11,5
18,3+4,2

A
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ESTUDIO DE COMPETENCIA

La matriz de correlacidon del ACP mostré que con el aumento de la densidad de malezas
disminuyé el didmetro de capitulo (r = -0,52 **), el nimero de granos por planta (r = -0,54
**), la biomasa de los granos (r = -0,49 **) y el rendimiento (r = -0,59 **) del cultivo
(Figura 6.4). Los parametros que mayoritariamente explicaron el primer componente del
ACP, que retuvo el 69,8 % de la varianza total, fueron el rendimiento por planta (0,97) y el
didmetro de capitulo (0,91). Por otro lado, el segundo componente se explicd

principalmente por la biomasa por grano (0,62) y nimeros de granos por planta (0,60).

El rendimiento del cultivo libre de malezas estimado (Ywf) para los cinco experimentos no
fue diferente al rendimiento observado en el cultivo libre de malezas (Tabla 6.3). El modelo
hiperbdlico rectangular mostré que cuando la densidad de malezas tendié a cero
(parametro I), la pérdida de rendimiento causada por el biotipo AGR promedié 51,7 %. Sin
embargo, cuando la densidad de la maleza tendid a infinito (parametro A), la pérdida de

rendimiento alcanzé 80,6 %.

Con > 4 malezas m™ las pérdidas de rendimiento superaron el 50 %, y tendieron a
estabilizarse por encima de esa densidad (Figura 6.5). Los biotipos SUN y AGR difirieron
significativamente en el contenido de aceite (44,7 % vs 38,7 %), acido oleico (27,6 % vs 22,7
%) y dacido linoleico (61,0 % vs 64,9 %). No se encontraron diferencias en el contenido de
acido palmitico, estearico y linolenico. La densidad de malezas no afectd el contenido de

aceite y el perfil de acidos grasos del cultivo (datos no mostrados).

Cuando se estimo la calidad de los granos cosechados, considerando la mezcla del cultivo
con la maleza (> 2 mm) el contenido de aceite, acido linoleico y acido oleico fueron
significativamente afectados por la densidad de la maleza (p < 0,05), pero los cambios en
estos parametros fueron practicamente irrelevantes (< 1 %). Una alta proporcion de las
plantas AGR estaban verdes cuando el girasol alcanzé la madurez comercial. Aunque en
condiciones de campo la contribucidon estimada de la maleza al rendimiento cosechado
alcanzé 324 kg ha™ cuando la densidad de la maleza fue mayor a 4 plantas m?, ello no
compensé la pérdida de rendimiento ocasionada por competencia (1919 kg ha™). Por otra

parte, la contribucién de AGR al banco de semillas del suelo alcanzé 909 + 733 semillas m™2.
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Figura 6.2: Andlisis de componentes principales mostrando la diferenciacién morfolégica

entre los biotipos (AGR), ruderal (RUD) y el girasol (SUN).
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NCAP: numero de capitulos (n), ALTU: altura de planta (cm), NFIL: nimero de filarias (n),
NLIG: niumero de flores liguladas (n), LFIL: largo de filaria (mm), LLIG: largo de flor ligulada
(mm), AFIL: ancho de filaria (mm), DIAC: didmetro de capitulo (cm).

164



165



Figura 6.3: Indice hibrido basado en caracteres cualitativos de 42 plantas de H. annuus

ruderal (RUD), 36 agrestal (AGR) y 40 de girasol (SUN).
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Figura 6.4: Analisis de componentes principales mostrando densidad de maleza (malezas
m'z) y caracteres reproductivos en los cinco experimentos. Los vectores corresponden a las

variables mas descriptivas.
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BIOM: biomasa por grano (mg); DIAC: didmetro de capitulo (cm); REND: rendimiento del
cultivo (g m™); SEMP: granos por planta (n).
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Tabla 6.3: Rendimiento del cultivo de girasol (SUN) libre de malezas y parametros

estimados (* ES) para cada ambiente estudiado.

Ano Rendimiento de R’ Parametros estimados
SUN libre de malezas Yuwf I A
g m? % g m? %

Lote del productor

2009 370,8 (103,4) 39,0 368,1 (44,8) 79,5 (71,2) 60,6 (11,1)
2011 372,7 (61,4) 61,3 372,1(26,3) 70,1 (35,0) 73,7 (16,1)
2012 229,8 (28,1) 84,0 229,0 (10,3) 50,7 (14,3) 70,5 (5,3)

Campo experimental
2010 431,0(30,8) 84,2 371,5(21,6) 34,1 (21,6) 94,4 (16,7)

2012 343,3 (32,6) 84,9 306,0 (16,5) 24,3 (10,3) 103,8 (23,6)

170



Figura 6.5: Pérdida de rendimiento causada por el biotipo AGR, estimada por el programa

NLREG (2008).
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DISCUSION

Mientras que las plantas RUD son frecuentemente observadas en zonas donde coexiste el
girasol con sus parientes naturalizados, el biotipo AGR se encontrd en una regién sin
registros de poblaciones espontaneas de H. annuus (Poverene et al., 2002 y 2008). El
biotipo AGR claramente encuadré en la descripcién de una forma feral, pues mostré
capacidad para mantener una poblacién capaz de autoperpetuarse sin ayuda humana

intencional (Bagavathiannan y Van Acker, 2008).

Debido a la presencia de varios caracteres del biotipo RUD y de SUN, no se pudo descartar
el posible origen exoferal del biotipo AGR (Tabla 6.2). La invasidn del biotipo AGR pudo
haberse iniciado a partir de la introduccion de semilla de girasol con contaminantes
genéticos, como ha ocurrido en Europa (Muller et al., 2009). Otro posible origen de la
invasién podria haber sido a partir de semilla del biotipo RUD que entré al establecimiento
transportada por la maquinaria agricola, que es frecuentemente contratada en Argentina
(Pifieiro y Villarreal, 2005). El comercio de productos agricolas ha sido reconocido como el

principal medio de dispersion de malezas (Kawata et al., 2009).

Este es el primer reporte sobre el efecto de la densidad del biotipo AGR sobre el cultivo de
girasol. El modelo desarrollado predijo una pérdida de rendimiento de mas de 50 % cuando
la densidad de las malezas fue > 4 plantas m™. El nivel estimado de decaimiento por
competencia concuerda con el observado por Muller et al. (2009) en establecimientos
invadidos naturalmente en Francia con 12-15 plantas m™. Nuestros resultados aportan
informacién sobre el proceso de interferencia en un amplio intervalo de densidad de la
maleza. Con densidades mayores a 4 malezas m?, los granos mas grandes (> 2 mm) del
biotipo AGR podrian mezclarse con los granos de SUN durante la cosecha, aportando mas
de 300 kg ha™ al rendimiento, pero esta contribucién no seria suficiente para compensar la

pérdida causada por la competencia de la maleza (1919 kg ha™).

Los granos del biotipo AGR mostraron menor contenido de aceite y composicion de acidos
grasos diferente a SUN. Por lo tanto, la contaminacién de los granos del cultivo con los del
biotipo AGR disminuira la cantidad y calidad del aceite. Se propuso que el embrién del

girasol podria cambiar su perfil de acidos grasos por el efecto del progenitor masculino
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(Bervillé, 2010), pero este hecho no se encontrd en el presente estudio, probablemente
debido a que las diferencias en la composicion de aceite entre AGR y SUN eran pequenas.
Asi, el biotipo AGR puede disminuir el rendimiento de SUN por competencia pero la calidad
del aceite seria principalmente afectada por la contaminacién fisica. A pesar de que el
biotipo RUD ha estado naturalizado en Argentina por mas de 60 anos (Poverene et al.,
2002), no existen reportes sobre su presencia como maleza en cultivos. El nuevo biotipo
nocivo de H. annuus mostré algunos atributos que le proporcionarian cierta ventaja
competitiva como maleza, que no se observaron en el pariente silvestre RUD. Lai et al.
(2008) encontraron que la tasa de crecimiento del biotipo AGR duplicé a la de RUD,
posiblemente por diferente expresion de genes. Sin embargo, no se encontré un patrén
comun para todos los biotipos AGR, debido a las diferentes condiciones ambientales (clima,
suelo, patégenos y manejo) que habrian influido en la evolucion. Las plantas AGR
detectadas por primera vez en la Argentina, mostraron rasgos intermedios entre el biotipo

RUD de H. annuus y el girasol.

Varios rasgos morfoldgicos, como ramificacion total, capitulos pequefos, antocianina en
tallos y estructuras florales de la poblacidn observada acuerdan con la descripcién
taxondmica del biotipo RUD (Seiler y Rieseberg, 1997). Sin embargo, la ausencia de
antocianinas, ramificacién apical, capitulo principal, diametro de capitulo mayora 5 cmy
androesterilidad observada en algunas plantas, mostraron evidencia de hibridacién con el
girasol (Figuras 6.1 y 6.2). Ademas, el contenido de aceite del biotipo AGR (38,7 %) fue
mayor que en poblaciones RUD en Argentina (21,4 a 28,2 %; Cantamutto et al., 2008), lo

cual también fue indicativo de la presencia de genes del cultivo.

El biotipo AGR fue fenotipicamente mas heterogéneo que el biotipo RUD, evidenciando
hibridacién con el cultivo. La hibridacion entre RUD y SUN fue previamente observada por
Ureta et al. (2008a). Nuestros resultados son los primeros en mostrar la introgresiéon del
cultivo en una poblacién de maleza de Argentina. La hibridacidon frecuente entre las
poblaciones naturalizadas y el girasol en Argentina conlleva un elevado riesgo de aparicion
de nuevos biotipos. Este proceso podria conducir a que el biotipo AGR alcance a ser tan
nocivo como el arroz maleza, posiblemente introgresado por la misma especie cultivada

(Chin, 2001).
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En algunos casos, los hibridos silvestre x cultivo han superado en la capacidad invasiva a los
parentales. Tal es el caso del Sorghum halepense, que parece haber aumentado su
agresividad debido a la introgresidn de rasgos del sorgo cultivado (Harlan, 1992). El flujo de
genes desde el cultivo ha aumentado la agresividad de los parientes de la flora natural en
siete de los cultivos mas importantes del mundo (Ellstrand, 2003). En estos casos, la
evolucidn de los taxa naturalizados estuvo sujeta a la hibridacién con el cultivo, la
persistencia y la reproduccion de hibridos y alelos de las especies cultivadas que
confirieron una ventaja adaptativa en tierras agricolas. En girasol, la hibridacién del biotipo
AGR con materiales tolerantes a Imidazolinonas podria facilitar la adquisicién de la
resistencia a herbicidas desde la primera generacion (Presotto et al., 2012b). Por esta

razén, esta tecnologia no se recomienda para el control de poblaciones de AGR.

Soja, girasol, trigo y maiz son los cultivos dominantes en la regidon Central Argentina
(MinAgri, 2013). El area de produccién de soja transgénica estd aumentando debido a su
alta rentabilidad econdémica, desplazando otros cultivos y poniendo en peligro la
estabilidad de produccién del girasol (Coll et al.,, 2012). En esta region, la aparicién del
biotipo AGR representa un nuevo desafio para los cultivos de girasol. A pesar de que puede
ser controlado por el glifosato, cuando es utilizado en cultivos que lo toleran, nuestros
resultados mostraron que la aplicacion aislada de esta técnica no fue suficiente para limitar

la invasion del biotipo AGR.

Los datos hallados proporcionan una estimacion robusta sobre la pérdida de rendimiento
del cultivo de girasol bajo diferentes densidades de la maleza de la misma especie. Estos
resultados concuerdan con la "hipdtesis del comensal humano", donde los seres humanos
juegan un papel crucial en la introduccion y propagacion de la poblacidn invasora (Inderjit
et al., 2005). En investigaciones futuras sera conveniente caracterizar la capacidad invasiva
del biotipo AGR por medio de estudios genéticos y fenotipicos en un jardin comun. En el
peor de los casos, bajo una minima produccién de 176 semillas m? con baja densidad del
biotipo AGR, y una supervivencia superior a 2,3 % en el banco del suelo, la densidad de
semillas sobreviviente seria suficiente para generar un stand de malezas AGR (> 4 malezas

m) capaz de reducir el rendimiento de SUN en mas de un 50 %.
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El éxito de un proceso invasivo estd altamente asociado a la presidon de propdagulos
(Martinez-Ghersa y Ghersa, 2006). A pesar de que el biotipo AGR parece ser inofensivo en
los estadios sucesionales tempranos, puede invadir los suelos agricolas y llegar a ser
perjudicial luego de unas pocas generaciones, debido a su alto fitness. Cuando la maleza se
encuentra en baja densidad, los agricultores permiten su presencia debido a que no
perciben con claridad la pérdida de rendimiento de los cultivos y a que parte de sus
aquenios pueden ser cosechados y aportan al rendimiento sin considerarse cuerpos
extranos. Sin embargo, el biotipo AGR deberia ser de gran preocupaciéon para los
productores, ya que puede invadir rapidamente los campos de girasol, disminuyendo hasta
74 % el rendimiento de los cultivos cuando se alcanzan altas densidades. Por lo tanto,
resulta extremadamente conveniente evitar la introduccién y el establecimiento del biotipo

AGR en los suelos agricolas.
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CAPITULO 7

INTERFERENCIA EJERCIDA POR UN
BIOTIPO AGRESTAL DE H. annuus
SOBRE EL GIRASOL
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INTRODUCCION

Desde el comienzo de la agricultura se ha observado la continua emergencia de malezas,
como consecuencia de la presidon selectiva de las practicas agricolas (Hancock, 2012). Este
proceso ha tenido algunas consecuencias desencontradas. Algunas especies consideradas
inicialmente malezas, como el centeno (Secale cereale), terminaron convirtiéndose en
cultivos de importancia, mientras que otras especies evolucionaron como malezas nocivas
especializadas en ciertos cultivos (Vavilov, 1951). La capacidad de mimetizar al cultivo es
uno de los rasgos mas nocivos que una maleza puede desarrollar (Barrett, 1983). En los
sistemas agricolas es dificil eliminar las malezas que mimetizan a los cultivos (Harlan, 1992).
Este es el caso del biotipo agrestal de Helianthus annuus, una maleza exoferal de girasol
descripta recientemente en Europa y América del Sur (Muller et al., 2009; Casquero et al.,

2013, Capitulo 6).

Se considera que el mimetismo es un cardcter adaptativo que confiere ventaja selectiva
sobre el organismo imitado (Barrett, 1983). Este es el caso del biotipo agrestal de H.
annuus, un invasor no nativo que esta presente en las principales regiones productoras de
girasol del mundo (Cantamutto y Poverene, 2007; Muller et al., 2009; Casquero et al.,

2013).

Las malezas compiten con los cultivos por agua, nutrientes, luz y espacio. El fendémeno de
competencia ocurre cuando dos o mas organismos captan un recurso particular que se
encuentra en cantidades por debajo de la demanda combinada de ambos organismos
(Donald, 1963). La alelopatia es definida como el efecto de una planta sobre otra debido a
la liberacién de compuestos quimicos al ambiente (Bhowmik and Inderjit, 2003). Ambos
fendmenos son interacciones bidticas negativas que pueden aislarse de forma tedrica y
experimental, sin embargo en la préactica son dificilmente separables. Por esta razén se
utiliza de manera menos precisa el término interferencia, para incluir todas las

interacciones existentes entre distintas plantas sin precisar su causa.

El girasol es una de las cuatro principales especies anuales cultivadas para la produccién de
aceite vegetal en el mundo (USDA, 2013). La soja, el algoddn y la colza son también

especies anuales utilizadas para producir de aceite vegetal, que compiten con el girasol.
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Esos cultivos alternativos cuentan con sistemas de control de malezas simplificados a partir
del lanzamiento comercial de la tolerancia genética a herbicidas, obtenido mediante
modernas herramientas biotecnoldgicas (Traxler, 1999; Clive, 2012). La disponibilidad
comercial de variedades transgénicas en el girasol es nula, debido al riesgo de escape de
los genes incorporados hacia los parientes que ocurren en forma espontanea en la flora

natural (Cantamutto y Poverene, 2007).

La especie H. annuus, nativa de América del Norte, es un taxdn complejo que incluye el
biotipo silvestre o ruderal y el biotipo agrestal (Heiser, 1978). H. annuus crece en forma
natural en habitats disturbados, siguiendo la estrategia ruderal definida por Grime (1974).
Se considera que en su habitat nativo, se desarrollaron poblaciones naturales de H. annuus
en las areas de asentamiento de las manadas de bisontes en América del Norte (Seiler y

Rieseberg, 1997).

El biotipo agrestal H. annuus es una nueva maleza, evolucionada bajo la presion de los
sistemas agricolas, que ha desarrollado la capacidad de invadir tierras agricolas e interferir
con los cultivos. En cuatro continentes, las formas ruderales y agrestales de la especie se
consideran invasoras, aunque raramente llegan a considerarse como malezas perjudiciales
(Poverene y Cantamutto, 2010). Debido a la posibilidad de flujo génico con el girasol, la
presencia de poblaciones ruderales o agrestales, limita seriamente el lanzamiento
comercial de nuevas biotecnologias. Ello desafia el futuro de la produccién del girasol,
debido a las ventajas relativas de los otros cultivos, como el maiz y la soja, que cuentan con

variantes transgénicas.

En el centro de origen, el biotipo agrestal o " common sunflower " ha sido reconocido
como una maleza nociva en mas de veinte cultivos (Tabla 1.2). El aumento de la densidad
del cultivo (Holt y Campbell, 1984), o la interferencia de biotipos agrestales de H. annuus
(Roumet et al., 2013) podria atrasar la floracion y disminuir la altura del girasol (Mirshekari
et al., 2010). A pesar de que Deines et al. (2004) consideraron que el biotipo agrestal era
cuatro veces mas competitivo que la maleza cosmopolita sorgo de Alepo (Sorghum
halepense), la interferencia ejercida en el cultivo de girasol bajo un rango de densidades es

aun desconocida.
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El taxdn H. annuus también incluye a los voluntarios de girasol, a veces considerados como
malezas problematicas (Robinson, 1978a). Los voluntarios son plantas no deseadas,
surgidas a partir de los granos caidos durante las operaciones de cosecha y el transporte
(Gressel, 2005). Los voluntarios no son verdaderos biotipos ferales debido a que no tienen
la capacidad de formar poblaciones que se autoperpetian y su aparicion depende del
continuo aporte de semillas al suelo (Gillespie y Miller, 1984). Los voluntarios son
considerados malezas nocivas cuando alcanzan altas densidades, generalmente como
consecuencia de la calibracién inadecuada de las operaciones de cosecha (Robinson,

1978a).

Aunque algunos biotipos maleza de H. annuus podrian ser controlados con Imidazolinonas
en girasol tolerantes a herbicidas (Clearfield ®), la potencial durabilidad de esta estrategia
estd amenazada. Los genes de resistencia a herbicidas provienen de una mutacién natural
encontrada en un biotipo maleza en Kansas, transferida a los cultivos mediante técnicas
convencionales de mejoramiento (Al-Khatib et al., 1998). Esta mutacion podria introducirse
facilmente en los biotipos agrestales a través de la hibridacién con el cultivo (Tan et al.,
2005; Presotto et al.,, 2012b). En América del Sur y Europa, la rdpida adquisiciéon de
resistencia a herbicidas por las poblaciones naturales de la misma especie es muy probable,
debido a la amplia superposicion en la distribucién geogréfica y en las etapas reproductivas

con el girasol (Ureta et al., 2008a; Muller et al., 2009).

A pesar de que el grupo taxondmico del género Helianthus ha sido utilizado como ejemplo
para estudios evolutivos (Kane et al., 2013), la caracterizacidn de los biotipos maleza sigue
siendo incompleta. En ausencia de competencia, la altura y estructura de la raiz de las
plantas agrestales tiende a ser intermedio entre las plantas ruderales y el girasol (Koziol et
al., 2012). Ademas, el biotipo agrestal tiende a mostrar una baja tolerancia al estrés biético
y abidtico (Mayrose et al., 2011). Los rasgos fenotipicos de los biotipos agrestales asociados
con su capacidad como maleza, en un sistema de competencia intraespecifica con girasol,

no han sido estudiados.

Los taxas agrestales, ruderales y los voluntarios mimetizan al girasol, pero sélo el biotipo
agrestal es un invasor exitoso de los cultivos. Dentro de un sistema de competencia

intraespecifica, las diferencias entre el biotipo invasor exitoso (agrestal) y los no exitosos
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(ruderal y voluntario), podrian explicar su capacidad invasiva. La deteccion de rasgos con
valor ecoldgico también podria ser utilizada para comprender el mecanismo invasivo y
desarrollar estrategias de manejo para limitar la expansién de estos parientes nocivos del

girasol.

HIPOTESIS

La tasa de crecimiento y desarrollo, estimado a partir de la altura, area foliar y fenologia,
del biotipo agrestal de H. annuus estd asociada al grado de interferencia ejercida sobre el

girasol.

El aumento de la densidad del biotipo agrestal de H. annuus se asocia con pérdida de

rendimiento y calidad de los granos de girasol.

OBIJETIVOS

Caracterizar fenotipicamente el crecimiento y desarrollo del biotipo agrestal de H. annuus
en un sistema con competencia intraespecifica bajo el rango de densidades observado en

la regién central Argentina.

Detectar la expresién de rasgos morfolégicos que diferencien fenotipicamente al biotipo

agrestal de otras malezas congéneres en el cultivo de girasol.

Determinar la influencia de la densidad del biotipo agrestal de H. annuus sobre el

rendimiento y la calidad de los granos del girasol.
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MATERIALES Y METODOS

La interferencia ejercida por el biotipo agrestal (AGR) de Helianthus annuus sobre el girasol
(SUN) se estudié en el campo experimental del Departamento de Agronomia de la
Universidad Nacional del Sur (38°41'46"S, 62°14'55"0) durante dos estaciones de
crecimiento. El suelo presentaba textura franco arenosa, era bien drenado, con 1,1 % de

materia orgdnicay pH 7,7.

Se evaluaron tres taxas de H. annuus representativos y contrastantes: a- agrestal,
recolectado dentro de un cultivo de girasol altamente infestado (Capitulo 6), descripto por
Casquero et al. (2013), b- ruderal (RUD), invasor no nativo, recolectado en una poblacién
natural con mas de seis décadas de registro en las barrancas del Rio Diamante (Poverene et
al., 2002) y c- voluntario (VOL), generado artificialmente como la F2 de DK3880 CL,
obtenida mediante polinizaciéon controlada. Previo a la siembra, la dormicién de las
semillas de los biotipos AGR y RUD fue sobrepuesta colocando la semilla a 5 °C durante una

semana (ISTA, 2004).

El cultivo de girasol estuvo representado por los hibridos comerciales DK3880 CL (2009/10)
y Nidera P104 CL (2010/11) bajo un marco de plantacion de 0,70 m x 0,20 m (7,1 plantas m
?). Las semillas de las malezas y del cultivo se colocaron en exceso (n = 2-3 por golpe), a una
profundidad de 3-5 cm, separadas de acuerdo a la densidad asignada. La densidad del
cultivo y las malezas se ajustd antes de la expansion de las dos primeras hojas verdaderas,
mediante raleo manual, a: 0 (control), 0,2; 2,4; 7,1 y 10,7 malezas m~. Durante esta
operacion, el objetivo fue retener plantas de cultivo y maleza en el mismo estado de
desarrollo. Los experimentos se condujeron utilizando riego por goteo, aplicado
diariamente y fertilizacién con 90 kg ha™ de fosfato diamdnico en pre-siembra mas 134 kg
ha™ de nitrato de amonio en la etapa de 4-6 hojas expandidas. Se llevé a cabo desmalezado
manual para evitar la competencia ejercida por otras malezas y aislar el efecto del

complejo de malezas bajo estudio.

La fenologia del cultivo y la maleza se registré a intervalos de tres dias durante el ciclo del
cultivo, considerando el capitulo principal, de acuerdo con Schneiter y Miller (1981). La

altura de la planta, el ancho y largo de las hojas verdes y el nimero de hojas verdes por
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planta fueron evaluados a intervalos de diez dias hasta el final de la floracién (R6). La
superficie foliar por planta se estimé como la suma del area de las hojas verdes en la etapa

R6, de acuerdo a Aguirrezabal et al. (1996).

Se evalud el nimero de capitulos por planta en el cultivo y las malezas cuando el girasol
alcanzd el estadio R9. En ese estado se recolectaron capitulos y se secaron en condiciones
de laboratorio. Luego de ello se determiné el didametro, el nimero y peso de los granos por
capitulo. La biomasa de los granos se estimdé como la relacidon entre el peso y nimero de
granos por capitulo. En las malezas los pardmetros fueron estimados a partir de una
muestra de capitulos de cada planta (n < 10). La vitalidad de la planta fue estimada
mediante el contenido de humedad (base en peso fresco) del segmento basal del tallo (O -
0,15 m). Este segmento se peso antes y después de ser secado en estufa con aire forzado a

60 °C hasta peso constante.

Las observaciones fenotipicas realizadas cada 10 dias hasta el estadio R6 fueron realizadas
sobre una planta de maleza y una de cultivo, en el sector central de cada unidad
experimental. Las observaciones en el estadio R6 fueron tomadas sobre cuatro plantas de
la linea central. La vitalidad de las malezas y el cultivo se estimé a partir de una planta de
maleza y de girasol, en cada unidad experimental. La fenologia se expresé como la duracion

(en dias) de cada fase.

El contenido de aceite y perfil de acidos grasos del cultivo se evaludé por resonancia
magnética nuclear y cromatografia de gases, en una muestra compuesta de granos de
cuatro plantas por unidad experimental. La calidad del aceite de las malezas se midié en

una muestra compuesta con los granos de cada bloque.

El rendimiento del girasol se estimd a partir de medir la produccién de granos de cuatro
plantas. El efecto de la densidad de las malezas sobre el rendimiento del girasol se estimd
ajustando la funcidn lineal o hiperbdlica rectangular de pérdida de rendimiento de acuerdo
a la Ec. 6.1 (Cousens, 1985). Para cada biotipo de maleza se mostrd la funcién con

correlacién mas explicativa.

La influencia espacial de las malezas se observd en las plantas de SUN distribuidas

alrededor de malezas solitarias, en el tratamiento de menor densidad (Jordan, 1989). Se
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evaluaron rasgos morfoldgicos en las plantas de girasol distanciadas 0,1; 0,3; 0,5 m (n = 2,
las plantas en la misma fila que la maleza) y > 0,7 m (n = 8 plantas en las filas adyacentes
cerca de la planta de malezas). El control incluyé a plantas de girasol (n = 14) sin
interferencia de malezas. Las plantas maleza y SUN ubicados con un desvio mayor a dos cm

de la disposicion tedrica fueron excluidas del analisis.

El disefio fue en bloques completamente aleatorizados con cuatro repeticiones. Las
unidades experimentales incluyeron tres filas de 2 m de largo, rodeadas por dos filas de
bordura, ambas sembradas con girasol. La combinacién del biotipo de maleza y la densidad
fueron indicadas por medio de un guion, para facilitar la interpretacion (por ejemplo: AGR-
10.7, en referencia al girasol AGR bajo una densidad de 10,7 malezas m™). Los datos fueron
analizados mediante ANOVA, considerando un acuerdo multi-factorial con biotipo de
maleza, densidad de maleza y afios como factores. Las medias se compararon mediante

LSD Fisher. Se utilizaron los paquetes estadisticos InfoStat (2013) y NLREG (2008).
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RESULTADOS

Dado que sdlo la duracion de la fase del cultivo R8-R9 presentd interaccidn estadistica
entre los factores ano x densidad de maleza, los datos fenoldgicos se agruparon por
biotipo. La duracidon de las etapas de desarrollo de las malezas no fue afectada por la
densidad de las mismas. Sélo en 2011, el periodo de maduracidén de SUN se redujo en 3
dias (*) en el tratamiento AGR-10,7, mientras que la interferencia ejercida por los taxas

VOL y RUD no afecté la duracion de las etapas fenoldgicas del cultivo.

El biotipo AGR alcanzd el estadio reproductivo visible (R1) cuatro dias después que el
girasol y el biotipo VOL, mientras que el biotipo RUD lo hizo ocho dias después (Tabla 7.1).
La duracién de las fases fenoldgicas del girasol y el biotipo VOL fue similar hasta el estadio
R5, mientras que los biotipos RUD y AGR llegaron a la etapa de floracién seis dias después
que el girasol. La fase R6-R9 del biotipo AGR fue tres dias mas corta que la del girasol,
mientras que en el caso del VOL ésta fue mas corta (< 50 dias). Como resultado, el capitulo
principal del biotipo AGR alcanzé la madurez tres dias después que el girasol pero seis dias
antes que el biotipo RUD. El biotipo VOL presenté maduracidn anticipada y alcanzé el

estadio R9 diez dias antes que el girasol.

La evolucidn de la altura de las plantas del girasol no se vio afectada por la interferencia
ejercida por las malezas (datos no presentados). Hasta el estadio R5 del girasol, el biotipo
AGR mostré una evolucion de la altura similar al del cultivo (Figura 7.2 a). A partir de esta
etapa, las plantas del biotipo AGR mostraron una tasa de crecimiento mayor y en el estadio
R9 fueron 30 cm mas altas que las del girasol. El biotipo VOL mimetizd la evolucion de la
altura de la planta del girasol hasta el estadio R1, pero luego mostrd una menor tasa de
crecimiento y finalizé el ciclo con plantas 25 cm mas bajas que el cultivo. El biotipo RUD
mostré una tasa de crecimiento menor y no alcanzé la altura de AGR en ninguna etapa del

ciclo de cultivo.

El area foliar por planta del girasol presenté una curva de crecimiento de forma sigmoidea
tipica (Figura 7.2 b). La evolucidon del area foliar del biotipo AGR no difirié de la del girasol
hasta el estadio R5, mientras que el area foliar de RUD y VOL fue mas de un 40 % menor.

En el estadio R1 (50 DDS), = 2,4 malezas m del biotipo AGR redujeron el area foliar del
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cultivo en mas del 40 % (Tabla 7.2), mientras que RUD y VOL produjeron un efecto similar
con 10,7 malezas m™. En el estadio R6 (80 DDS), AGR-10,7 redujo mas de 60 % el area foliar

del girasol, mientras que los demas biotipos a igual densidad la redujeron menos de 50 %.

Al finalizar la floracién, la disminucidn en el area foliar verde por planta del girasol con 10,7
plantas m™ del biotipo AGR, se asoci6 a la senescencia de dos hojas. Como resultado, bajo
un amplio rango de densidades de la maleza, el area foliar del girasol disminuyé luego de
R5, mientras que el area foliar del biotipo AGR continué aumentando hasta el final del ciclo

de cultivo (Figura 7.2 b).

La interferencia causada por todas las densidades estudiadas del biotipo AGR limité el
crecimiento del didmetro del capitulo del girasol (Tabla 7.2). El biotipo RUD también lo
hizo, con la densidad igual o mayor a 2,4 malezas m™, mientras que VOL causé un efecto
similar solamente con 10,7 malezas m™. El didmetro del capitulo del girasol se redujo mas
del 40 % en el tratamiento AGR-10,7, mientras que la misma densidad de los biotipos RUD
y VOL afectaron menos del 20 % a ese pardmetro. El nimero de granos por planta se
redujo mas del 20 % por interferencia del biotipo AGR con > 0,2 malezas m™. La
interferencia ejercida por este biotipo redujo mas de 10 % la biomasa de los granos en
todas las densidades estudiadas, mientras que el biotipo RUD causé similar reduccién con 2
2,4 malezas m™ y el biotipo VOL lo hizo con > 7,1 malezas m™. La biomasa por grano del

girasol se redujo mas de 40 % en el tratamiento AGR-10,7.

El rendimiento del girasol se redujo por la interferencia de las malezas en estudio (Tabla
7.3). La reduccidn del rendimiento en funcién de la densidad de maleza de los biotipos AGR
y RUD ajusté a la funcidn hiperbdlica rectangular, mientras que la del VOL ajusté a una
ecuacion lineal. Las funciones mostraron que el biotipo AGR fue el mas perjudicial, pues
disminuyd 36% el rendimiento del girasol con sdélo 0,2 malezas m'z, 80 % con 10,7 malezas
m™? y casi un 100 % cuando la densidad de la maleza tendié a infinito (pardametro A). Las
funciones ajustadas mostraron que los biotipos RUD y VOL redujeron el rendimiento del
girasol menos del 60 % cuando la densidad de malezas tendié a infinito. Estos biotipos

redujeron el rendimiento hasta un 25 % con solo 0,2 malezas m™.
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Figura 7.1: Distanciamiento de las plantas de girasol respecto a la maleza bajo la menor
densidad estudiada (0,2 malezas m™). Distribucién utilizada para determinar el drea de

influencia de los biotipos agrestales del género Helianthus.
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Tabla 7.1: Duracién de las fases fenoldgicas (R, Schneiter y Miller, 1981) del girasol (SUN) y
tres taxas de H. annuus (agrestal = AGR, ruderal = RUD y voluntario = VOL) en el estudio de
interferencia (dos estaciones, promedio de 0, 0.2, 2.4 y 7.1 malezas m™). El periodo S-R1

representa a la etapa vegetativa.

Fase SUN AGR RUD VOL ANOVA

Duracidn de las fases fenoldgicas (dia * ES)

S-R1 51+0,3c 55+1,3b 50+1,6a 50+0,8c *x
R1-R5 20+0,3b 22+0,7a 20+0,5b 19+0,4b *x
S-R5 71+0,3b 77+t1,6a 79+1,7a 69+0,6b *x
R5-R6 9+0,2 9+0,3 9+04 8+0,3 ns
R6-R9 55+0,6a 52+2,0b 56+2,2a 47+1,8c x
S-R9 135+0,6 ¢ 138+1,6b 144+1,4a 125+1,5d x

! La densidad de 10,7 malezas m™ fue excluida debido a que el ANOVA mostrd interaccion

afo x densidad de maleza para la fase R8-R9 (Ver resultados).
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Tabla 7.2: Rasgos fisioldgicos del girasol (SUN) expresados en tres etapas de desarrollo (Schneiter y Miller, 1981) bajo competencia con cuatro densidades
(malezas m™) de tres biotipos de H. annuus (agrestal = AGR, ruderal = RUD y voluntarios = VOL). Se representa las medias + ES de dos ciclos de cultivo. Para

cada biotipo y el control libre de malezas, letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

Estadio de crecimiento del girasol

R1 R6 R9
Malezas m™ Area foliar Hojas verdes Area foliar Didmetro de NUmero de granos Biomasa de grano

(cm®plata™) (npl™) (cm?pl™) capitulo (cm) (npl™) (mg grano™)

Control 1690+ 138 a 20+0,5a 3241+495a 14,1+0,4a 1142 +67 a 479+1,1a
AGR

0,2 1301 +141ab 18+0,8a 2462 £ 325 ab 12,5+0,4b 878+ 64 b 412+2.2b

2,4 987 + 153 bc 18+1,0a 2378 £ 294 ab 11,5+0,4b 830+77b 37,6+2,2¢c

7,1 890 + 158 bc 18+0,6a 1869 £ 228 bc 8,7+0,3c 517 +58¢ 328+2,4d

10,7 678+ 96 C 16+0,8b 1234+ 157 ¢ 7,9+0,3c 393+42d 284+1,7e
RUD

0,2 1387 £ 156 ab 19+0,8 2841 + 238 ab 13,3+0,4ab 918+ 88b 43,7+2,0a

2,4 1209194 b 18+0,7 2387+ 147 b 11,7+0,4c 725+50¢ 388+1,7b

7,1 1206 £ 151 b 19+1,0 2578 £ 320 ab 12,0+ 0,6 bc 786 £ 74 bc 38,7+29b

10,7 1043 +£108 b 18+0,6 2095+ 195b 11,3+0,6¢ 683 +47c 376+28b

ANOVA * ns * k% * %k k%

VoL

0,2 1232 +£142 ab 19+0,7a 3058+392a 13,8+ 0,5a 971+105b 44,4+2,0ab

2,4 1458 + 116 bc 19+1,1a 2617+ 174 a 13,7+0,6a 938+ 86b 47,0+2,5ab

7,1 1242 £ 120 bc 18+0,7 ab 2704 +£350a 13,3+0,4a 969+86hb 43,0+24b

10,7 1005+ 102 c 17+0,8b 1724 +191b 11,0+0,3b 649 +61c 37,6+25¢
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Figura 7.2: Evolucion de la altura de la planta (a) y del area foliar por planta (b) del girasol
(SUN) vy biotipos maleza de H. annuus, bajo competencia intraespecifica (agrestal = AGR,
ruderal = RUD y voluntario = VOL). Promedio de 0 a 7,4 malezas m™ y dos afios. DDS = dias
desde la siembra. Las barras verticales indican el ES. Se indica el estado de desarrollo del

girasol segun Schneiter y Miller (1981).
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Los parametros morfoldgicos de las plantas de girasol localizadas alrededor de las plantas
de RUD o VOL no difirieron estadisticamente de las plantas control (datos no mostrados).
Una planta aislada del biotipo AGR redujo 16 % el didametro del capitulo, 28 % el nimero de
semillas por planta, 17 % la biomasa por grano y 42 % el rendimiento de las plantas de

girasol situadas junto a la maleza (Tabla 7.4).

A pesar del menor tamafio de capitulo, los biotipos AGR y RUD superaron en mas de seis
veces la produccién de granos por planta del girasol y del biotipo VOL, debido al mayor
numero de capitulos por planta (Tabla 7.5). La biomasa de los granos de VOL fue casi tres
veces mayor que la de RUD, pero sélo un 15 % mayor que la biomasa de los aquenios del
biotipo AGR. Este biotipo produjo un amplio rango de tamafios de semillas. Dentro de ellas,

algunas mas pequefas presentaron un tamafo similar a la producida por el biotipo RUD.

Los granos del cultivo presentaron el mayor contenido de aceite, el biotipo RUD mostro el
valor mas bajo, mientras que los granos de VOL y de AGR tuvieron un contenido intermedio
entre ambos extremos (Tabla 7.5). La concentracidén de acido oleico y linoleico de los
biotipos VOL y AGR no difirié de la del girasol. El biotipo RUD mostré la mayor proporcion
de 4cidos grasos linoleico, pero no se diferencié de AGR. El contenido de aceite de los
granos del girasol no se vio afectado por la interferencia ejercida por las malezas (datos no
mostrados). Sélo la interferencia de AGR-10.7 redujo significativamente el acido oleico en

un 6 % y aumento la concentracion de acido linoleico en un 5,8 %.

En el estadio R9, los tallos de las plantas del girasol presentaban menos de 14 % de
humedad (Figura 7.3). El biotipo VOL no se diferencio del cultivo, pero entre sus plantas se
observd mayor variabilidad. Los tallos de RUD presentaban mas de 50 % de humedad,
superando al resto de los biotipos. Por su parte, el biotipo AGR presentd una dispersion
intermedia, en la que algunas plantas tenian un contenido de humedad similar al del

biotipo RUD.
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Tabla 7.3: Parametros estimados para los biotipos agrestal (AGR), ruderal (RUD) y
voluntario (VOL) en competencia con girasol (SUN). Los biotipos AGR y RUD ajustaron al
analisis hiperbdlico rectangular. El biotipo VOL ajusté a la ecuacién lineal, en consecuencia
se muestran los pardmetros a y b. Parametros estimados por la ecuaciéon de Cousens

(1985) para el efecto depresivo de la competencia intraespecifica de malezas de tres

biotipos.
Biotipo R? (%) Pardmetros estimados
maleza
Yui(gm?) I (%) A (%)
Analisis hiperbdlico rectangular
AGR 80,1 338,4 (14,9) ** 27.8(9,6) ** 99.8 (16,1) **
RUD 62,8 390,0(20,7) ** 266.0 (138,9) ns 49.1 (4,3) **
Andlisis lineal
a b
VOL 47,8 358,4 (15,1) ** 15,2 (2,6) **

Ywt. Rendimiento del cultivo de girasol libre de malezas; I: Disminucidn del rendimiento del
cultivo cuando la densidad de la maleza tendié a cero; y A: Disminucién del rendimiento del
cultivo cuando la densidad de la maleza tendié a infinito; a y b son el rendimiento del
cultivo libre de malezas y la pendiente de la ecuacién lineal. Entre paréntesis se muestra el

ES de los parametros estimados.
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Tabla 7.4: Efecto de una planta del biotipo agrestal sobre los rasgos morfolégicos de las plantas de girasol situadas en la misma fila a

menos de 1 m (n = 6) o en las filas adyacente (n = 8). Se muestra la media * ES para cada posicion. En cada columna, letras distintas

indican diferencias significativas (p < 0,05 para la prueba de LSD Fisher).

Distancia a la maleza Area foliar Diametro de capitulo NuUmero de granos Biomasa de grano Produccién de granos
(m) (cm? pI™?) (cm) (npl™) (mg grano™) (gpl™)
Control libre de malezas
3277 £340 14,0+0,3a 1086+ 72 a 484+1,7a 53,3+3,1a
Plantas de girasol en la misma linea que la maleza
0,1 1885 +319 11,7+0,4c 786 51 c 40,3+2,1c 31,0+1,4d
0,3 2905 + 355 13,4+ 0,6 ab 1016 + 88 ab 42,9+2,5bc 433+3,2b
0,5 2595 +461 12,2+0,9 bc 833+103c 40,5+2,6c 345+4,5cd
Plantas de girasol en la linea adyacente a la de la maleza
0,7-0,8 2817 +385 13,2+0,5 ac 903 £ 87 bc 45,3+2,4ab 40,9 £ 3,3 bc
ANOVA ns * K% % * %
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Tabla 7.5: Caracteristicas reproductivas del girasol (SUN) y tres biotipos maleza de la misma especie (agrestal = AGR, ruderal = RUD y

voluntarios = VOL). Se muestran las medias * ES de las densidades de maleza en dos estaciones de crecimiento. Para cada parametro,

biotipos con letra distinta son significativamente diferentes (p = 0,05 LSD de Fisher).

Caracter SUN AGR RUD VOL ANOVA
Numero de capitulos por planta (n) 1+0c 34+2,1b 47+25a 3+0,8c *ok
Diametro de capitulo (cm) 14,1+0,4a 45+0,2c 4,1+0,2c 7,1+0,4b *k
Numero de granos por capitulo (n) 1142 +67 a 190+ 8¢c 170+ 16¢c 491+45b *ok
Numero de granos por planta (n) 1142 +67 ¢ 6334+441b 7730+ 743 a 893+ 123c¢ ok
Biomasa de grano (mg) 479+1,1a 27,1+1,7c 11,3+0,6d 32,2+2,3b *x
Contenido de aceite (%) 50,1+0,9a 39,6+1,1b 29,1+0,2c 43,8+2,6b *x
Acido oleico (%) 32,3%2,1a 289+1,0a 229+1,2b 32,1+1,1a *
Acido linoleico (%) 56,6+2,5a 60,3+1,0ab 65,5+1,0a 56,6+1,2b *
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Figura 7.3: Humedad del segmento basal del tallo de las malezas (agrestal = AGR, ruderal =
RUD, voluntario = VOL) en el estado de madurez comercial del girasol (SUN). Letras

distintas indican diferencias significativas entre biotipos (p < 0,05 para la prueba de LSD

Fisher).
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DISCUSION

La floracién del biotipo AGR se retrasé alrededor de ocho dias respecto al girasol (Tabla
7.1). Esta demora en el inicio de la floracidn podria ser una estrategia para acumular mas
recursos en organos vegetativos de la planta, incluyendo la biomasa radical, antes de
comenzar a reproducirse. La capacidad de interferir del biotipo AGR se asocié con un
mayor tamaifo de planta y un area foliar mds duradera. En contrapartida, este biotipo
presentd un periodo de llenado de grano mds corto, y sus capitulos principales maduraron
en promedio solo tres dias después que el girasol. Resulté destacable que el 80 % de las
plantas del biotipo AGR produjeron semillas maduras cuando el girasol alcanzé el estado

para cosecha mecanica.

El girasol es considerado un cultivo con elevada plasticidad reproductiva. Tanto la fenologia
como el rendimiento presentan gran estabilidad bajo una amplia gama de densidades
(Miller y Roath, 1982). El aumento de la densidad (Holt y Campbell, 1984), o la
competencia de biotipos agrestales de H. annuus (Roumet et al., 2013) podria atrasar la
floracion y disminuir la altura del cultivo (Mirshekari et al., 2010). Ambos efectos no se
observaron en el presente experimento, probablemente debido a la suficiencia en la

disponibilidad de recursos, atribuidos a la fertilizacién y programa de riego.

El area foliar verde del cultivo determina la interceptacién de la radiaciéon
fotosintéticamente activa y de ese modo la acumulacidn de biomasa destinada a los granos
de girasol (Trapani et al., 1999; Muro et al., 2001; Moriondo et al., 2003; Erbas y Baydar,
2007). En la presente investigacion, el 62 % de reduccién del area foliar por planta en el
estadio R6 debido a la competencia del biotipo AGR se asocié a 80 % de pérdida de

rendimiento.

La interferencia ejercida por plantas aisladas del biotipo AGR sobre el rendimiento del
girasol mostré falta de linealidad, la cual era de esperar (Jordan, 1989). La produccién de
granos de las plantas de girasol préximas al AGR (0,1 m) se redujo de forma similar al de las
plantas alejadas a 0,5 m. Por el contrario, la planta situada entre ellas (segunda planta a
partir de la maleza, ubicada a 0,3 m de ella) produjo un rendimiento significativamente mas

alto que las vecinas. Esto podria deberse a que el crecimiento de la planta de girasol vecina
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a la maleza fue menor debido a la competencia, y por ello habria dejado recursos

disponibles para las plantas linderas.

Aunque se observo falta de linealidad en el efecto depresivo del rendimiento de una planta
del biotipo AGR, existi6 un efecto negativo y generalizado en las 14 plantas que la
rodeaban, localizadas a < 1,0 m. En base a esta observacién, se estimé que la influencia
espacial del efecto competitivo de una planta solitaria del biotipo AGR podria ser estimado

como un &rea circular con mas de 2,5 m?* de superficie.

Segln Chubb y Friesen (1985) y Durgan et al. (1990) la interferencia intraespecifica no
afectaria la concentracién de aceite de los granos de girasol, mientras que el estrés hidrico
disminuiria el contenido del acido oleico (Petcu et al.,, 2001; Baldini et al., 2002). En el
presente experimento, aunque el contenido de aceite de los granos del girasol no se vio
afectado por la interferencia intraespecifica del biotipo AGR, el contenido de acido oleico
se redujo con la densidad de la maleza. El biotipo AGR fue mas alto que el girasol durante
el llenado de granos y lo superé en mas de 30 cm. A pesar de que la radiacion solar
interceptada y la temperatura de canopeo no fueron cuantificadas en el presente
experimento, se estimé que ambos pardmetros podrian haber sido afectados por
sombreado. Se conoce que la disminucién de la temperatura por sombreado durante el
llenado del grano reduce la concentracién de acido oleico en los granos del girasol

(Izquierdo et al., 2009; Echarte et al., 2010).

Debido al crecimiento indeterminado, el biotipo RUD estaba en floracién y continué
creciendo luego del estado de madurez del girasol. La contribucién de propagulos al banco
de semillas del suelo dependerd de las actividades agricolas que se realicen después de la
cosecha de girasol. Si los residuos del cultivo son eliminados inmediatamente de finalizada

la cosecha, la contribucion del biotipo RUD al banco de semillas del suelo serd escasa.

El biotipo RUD mostré una produccién de semillas potencial mayor a 7000 semillas pl™. Sin
embargo, debido al habito de crecimiento altamente indeterminado, sélo una pequefia
proporcion de las semillas presentaban completa madurez cuando el girasol alcanzé
madurez comercial. En esta etapa, a pesar que la produccién de semillas del biotipo AGR
fue 22 % mas baja que la de RUD, mas de la mitad de las plantas se encontraban en igual

estado de madurez que el cultivo (Figura 7.3).
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En la mayor densidad estudiada, 10,7 malezas m™, los capitulos del biotipo RUD que
estaban maduros al estado de madurez comercial del cultivo, podrian aportar mas de 5000
propagulos m™ al banco de semillas del suelo. Por el contrario, la fraccién de plantas del
biotipo AGR completamente maduras al mismo tiempo que el girasol, producirian
potencialmente mas de seis veces este valor, a igual densidad de maleza. Aunque casi la
mitad de las semillas del AGR se cosecharan junto con el girasol (Casquero et al., 2013), el
banco de semillas del suelo recibiria mas de 18000 semillas m'z, debido a la dehiscencia de
las plantas y a que algunas semillas serian tan pequeinas que no resultaran captadas por la
cosechadora. Esto implica que cuatro o més plantas del biotipo AGR m™ podrian dispersar
casi 1000 semillas en el banco del suelo, una densidad cien veces mayor que el stand de

maleza capaz de causar pérdidas econdmicas.

Sélo el biotipo AGR mimetizd la evolucién de la altura y del drea foliar hasta el estadio R5
(Figura 7.2). De acuerdo con Barrett (1983), este seria un caso de "mimetismo vegetativo",
donde una estrecha similitud en apariencia se produce durante el periodo de crecimiento
vegetativo. Ademas de ello, quedd demostrado que también podria considerarse un caso
de "mimetismo de semillas", debido a que una fraccién de las semillas de las malezas
puede ser recolectadas conjuntamente con el cultivo durante la cosecha (Casquero et al.,
2013). El biotipo AGR también mostré el tercer tipo de mimetismo sugerido por Barrett
(1983), relacionado con la imposibilidad de ser controlado con los herbicidas del cultivo
gue mimetizan. Como el biotipo AGR pertenece a la misma especie que el girasol, el control

guimico resulta imposible en los cultivos tradicionales.

Se demostrod el alto grado de interferencia sobre el girasol ejercido por el biotipo agrestal.
La mayor capacidad del biotipo AGR para interferir con el rendimiento del girasol estuvo
asociada a la mayor altura y area foliar verde de la planta, respecto a RUD y a VOL. Ademas
el biotipo AGR mimetizé al cultivo hasta fin de floracién. Bajo una alta densidad de maleza,
este biotipo disminuyé hasta 80 % el rendimiento y hasta el 6 % el contenido de acido
oleico del girasol. Debido a que una fraccion de plantas permanecié vivas durante la etapa
de madurez comercial del cultivo, podrian dificultar la trilla y almacenamiento de los

granos, debido a la incorporacién de material verde.
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CAPITULO 8

SIMULACION DE LA EXTINCION DE
INDIVIDUOS AGRESTALES DE Helianthus
annuus LUEGO DE LA INTROGRESION DE

GIRASOL TOLERANTE A HERBICIDAS
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INTRODUCCION

En el actual escenario productivo, en el que ha aumentado la intensificacién de la
agricultura extensiva, el empleo de cultivos resistentes a herbicidas es la principal
estrategia utilizada para el control quimico de malezas (Madsen y Streibig, 2003). Los
cultivos con tolerancia genética a herbicidas presentan una creciente adopcién tanto a
nivel mundial como nacional. Entre ellos, la soja RR (Roundup Ready, resistente a glifosato)
constituye un caso emblematico. Este cultivo transgénico ha sido ampliamente adoptado
por los productores, siendo el grado de satisfaccion tal, que cerca de la totalidad de la

produccién nacional esta basado en esta tecnologia (Clive, 2012; ArgenBio, 2013).

La familia de herbicidas IMI, utilizados con la tecnologia Clearfield (CL), incluye a imazapir,
imazapic, imazetapir, imazamox, imazametabenz e imazaquin (Tabla 8.1). Estos herbicidas
controlan malezas mediante la inhibicidon de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS),
también llamada acetolactato sintasa (ALS), esencial para la biosintesis de aminoacidos de
cadena ramificada (Tan et al., 2005). Los herbicidas IMI controlan un amplio espectro de
malezas gramineas y de hoja ancha, incluyendo a algunas malezas parasitas como

Orobanche cumana (Fernandez-Martinez et al., 2012).

Uno de los riesgos asociados al empleo de los cultivos con tolerancia genética a herbicidas
es la posibilidad de transferencia de los genes responsables a las poblaciones naturales de
especies sexualmente compatibles. Este proceso, que solo es viable si entre los taxas
involucrados existe coincidencia geogréafica y temporal, conlleva el riesgo potencial de
emergencia de malezas dificiles de controlar (Ellstrand, 2003). Una vez introducido, la
persistencia en la poblacion del gen que confiere la tolerancia a herbicida dependera de la

aptitud bioldgica (fitness) de las plantas introgresadas (Jenczewski et al., 2003).
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Tabla 8.1: Herbicidas de la familia Imidazolinonas disponibles en Argentina (CASAFE, 2007; Marzocca et al., 1976).

Principio
activo

Imazapir

Imazetapir

Imazapic

Nombre Dosis Cultivo
Comercial
Arsenal 0,3-4 I/ha Cafa de azucar
Arsenal forestal Girasol Clearfield
Arsenal forestal DF Pino taeda
Clearsol Areas sin cultivos
Clearsol DF
Pivot 60-143 g/ha Maiz Clearfield
Pivot 70 DG Soja
Pivot H Alfalfa
Arveja
Mani
Poroto
Cadre 70 DG 72-500 g/ha Cafa de azucar

Mani

1
Malezas que controla

Dicotileddneas
Anuales

Amaranthus quitensis
Ammi majus

Anoda cristata
Anthemis cotula
Bidens pilosa
Bowlesia incana
Brassica campestris
Carduus thoermeri
Conyza bonariensis
Coronopus didymus
Chenopodium dlbum
Datura ferox
Digitaria sanguinalis
Echinochloa crus-galli
Euphorbia dentata
Euphorbia heterophylla
Euphorbia peplus
Acanthospermum
hyspidum
Amaranthus quitensis
Ammi majus

Anoda cristata

Bidens pilosa
Bowlesia incana
Brassica campestris
Brassica nigra
Capsella bursa pastoris
Coronopus didymus
Chenopodium dlbum
Datura ferox
Digitaria sanguinalis
Echinochloa crus-galli
Ipomoea nil

Ipomoea purpurea
Ipomoea rubriflora
Lamium amplexicaule
Datura ferox

Anoda cristata
Digitaria sanguinalis

Fumaria officinalis
Galinsoga parviflora
Ibicella lutea
Milkania micrantha
Polygonum aviculare
Polygonum convolvulus
Polygonum persicaria
Portulaca oleracea
Raphanus sativus
Salsola kali
Sisymbrium irio
Stellaria media
Tagetes bonariensis
Verbesina encelioides
Xanthium cavanillesii
Xanthium spinosum

Mpyagrum rugosum
Nicandra peruviana
Physalis angulata
Polygonum aviculare
Polygonum convolvulus
Portulaca oleracea
Raphanus raphanistrum
Raphanus sativus

Sida rhombifolia
Stellaria media

Tagetes bonariensis
Tithonia tubaeformis
Urtica urens

Verbesina encelioides
Xanthium cavanillesii
Xanthium strumarium
Galinsoga parviflora
Amaranthus spinosus

Chenopodium dlbum
Portulaca oleracea

Dicotileddneas

Perennes
Acacia tucumanensis
Cecopria adenopus
Convolvulus arvensis
Maranta divaricata
Peschiera australis
Pyrostegia venusta
Ricinus comunis
Rumex crispus
Senecio brasiliensis

Solanum granuloso-leprosum

Solanum sisymbriifolium
Vernonia scorpioides

Monocotiledéneas

anuales
Cenchrus incertus
Eleusine indica
Hordeum leporinum
Setaria verticilata

Echinochloa colona
Hordeum distichum
Triticum spp.

Monocotiledéneas

perennes
Axonopus compressus
Cenchrus parviflorus
Cynodon dactylon
Cyperus esculentus
Cyperus rotundus
Digitaria insularis
Paspalum paniculatum
Paspalum urvillei
Setaria poiretania
Sorghum halepense(semilla)
Sorghum halepense (rizoma)

Cenchrus parviflorus
Cyperus rotundus

Sorghum halepense (rizoma)
Sorghum halepense (semilla)
Stipa brachychaeta

Cyperus rotundus
Cynodon dactylon
Sorghum halepense
Cyperus esculentus

'Malezas sefialadas en la Guia de Productos Fitosanitarios (CASAFE, 2007).
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Continuacion tabla 8.1

Principio Nombre Dosis
activo comercial Recomendada
Imazetapir Pivot 60-143 g/ha
Pivot 70 DG
Pivot H
Imazaquin Scepter 1(20 %)
Scepter 70 DG
Imazamox  Sweeper 70DG 70g/ha

Cultivo
recomendado

Maiz Clearfield
Soja
Alfalfa
Arveja
Mani
Poroto

Soja

Soja

1
Malezas que controla

Dicotiledoneas

Amaranthus quitensis
Ammi majus

Anoda cristata
Bidens pilosa
Bowlesia incana
Brassica campestris
Brassica nigra
Capsella bursa pastoris
Coronopus didymus
Chenopodium dlbum
Datura ferox
Digitaria sanguinalis
Echinochloa crus-galli
Ipomoea nil

Ipomoea purpurea
Ipomoea rubriflora
Lamium amplexicaule
Xanthium strumarium
Sida rhombifolia
Galinsoga parviflora
Cenchrus echinatus
Echinochloa crus-galli
Xanthium spinosum
Datura ferox

Tagetes bonariensis
Ammi majus
Helianthus annuus
Verbesina encelioides
Euphorbia dentata
Anoda cristata

Sida rhombifolia
Ipomoea nil

Ipomoea purpurea
Bidens pilosa
Echinochloa crus-galli
Datura ferox

Anuales
Acanthospermum hyspidum

Myagrum rugosum
Nicandra peruviana
Physalis angulata
Polygonum aviculare

Monocotiledoneas
Anuales
Echinochloa colona
Hordeum distichum
Triticum spp.

Dicotiledoneas
Perennes

Polygonum convolvulus

Portulaca oleracea

Raphanus raphanistrum

Raphanus sativus
Sida rhombifolia
Stellaria media
Tagetes bonariensis
Tithonia tubaeformis
Urtica urens
Verbesina encelioides
Xanthium cavanillesii
Xanthium strumarium
Galinsoga parviflora
Amaranthus spinosus
Anthemis cotula
Coronopus didymus
Brassica campestris
Lamium amplexicaule
Digitaria sanguinalis
Chenopodium dlbum
Bidens pilosa
Portulaca oleracea
Tithonia tubaeformis
Amaranthus lividus
Amaranthus spinosus
Amaranthus quitensis

Tagetes bonariensis
Anoda cristata
Digitaria sanguinalis
Chenopodium dlbum
Portulaca oleracea
Amaranthus quitensis

Sida spinosa Eleusine indica
Ipomoea spp.

Wedelia glauca

Hordeum distichum
Triticum spp.

Monocotiledoneas

perennes
Cenchrus parviflorus
Cyperus rotundus
Sorghum halepense
(rizoma)
Sorghum halepense
(semilla)
Stipa brachychaeta

Cyperus rotundus
Sorghum halepense

Sorghum
halepense(semilla)
Sorghum halepense
(rizoma)

'Malezas indicadas en la Guia de Productos Fitosanitarios (CASAFE, 2007).
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Para evitar el ingreso de malezas a nuevas regiones, se considera de alto valor el empleo de
semilla pura. En nuestro pais la Unica categoria legal de semilla de girasol es la Fiscalizada.
La semilla Fiscalizada es producida bajo condiciones controladas y sus partidas son
aprobadas para la venta solo si se superan estrictos niveles de pureza fisico-botanica
(Marzocca et al., 1976; INASE, 2014). La semilla Fiscalizada de hibridos debe cumplir con un
minimo de 99 % de pureza botanica (OECD, 2012).

En la flora natural de Argentina, estan presentes dos especies emparentadas con el girasol;
H. annuus spp. annuus y H. petiolaris. Estas especies fueron probablemente introducidas
en forma accidental, como impurezas de semillas de especies forrajeras (Poverene et al.,
2002). Aun cuando existen barreras reproductivas, ambas especies pueden cruzarse con el
girasol (H. annuus var. macrocarpus). Este es un proceso recurrente en el escenario
agroecolégico de la regién Central Argentina, donde aparecen con frecuencia formas
morfolégicamente intermedias (Covas y Vargas Lopez, 1970; Poverene et al.,, 2002;
Gutiérrez et al., 2010). Se estima que estas especies invasoras se han naturalizado en mas

de la mitad de la regién productora de girasol en Argentina.

Helianthus annuus es un invasor no nativo que esta naturalizado en diferentes regiones del
mundo, incluyendo varios paises productores de girasol: Argentina (Poverene et al., 2002),
Francia (Faure et al., 2002; Muller et al., 2006), Italia (Vischi et al., 2006), Serbia (Stankovic-
Kalezi¢ et al., 2008) y Espana (Muller et al., 2009). En Argentina se encuentra ampliamente
difundido en las provincias de Entre Rios, San Juan, Mendoza, San Luis, Cérdoba, La Pampa
y Buenos Aires. Las poblaciones de esta especie vegetan en banquinas de caminos y bordes
de canales de riego, pero también invaden cultivos (Poverene et al., 2004; Cantamutto et

al., 2010b; Casquero et al., 2013).

El flujo génico entre las poblaciones ruderales y agrestales con el girasol, confirmado en los
ambientes donde la especie es nativa, también ocurre en regiones donde la especie se
comporta como invasora (Arias y Rieseberg, 1995; Burke et al., 2002; Massinga et al., 2003;
Ureta et al.,, 2008a; Muller et al.,, 2010). Como limitacion evolutiva, los individuos
emergentes de la hibridacidon interbiotipos usualmente tienen menor produccion de
semilla (bajo fitness) que las plantas de las poblaciones naturales (Snow et al., 1998;

Cummings et al., 2002; Presotto et al., 2012b).
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Debido a que las condiciones agro-ecoldgicas del Valle Bonaerense del Rio Colorado son
aptas para la colonizacién de biotipos naturalizados del género Helianthus, las
organizaciones técnicas regionales han iniciado acciones para prevenir su ingreso
(Cantamutto et al., 2007). Si los biotipos anuales del género Helianthus de otras regiones
de Argentina se establecieran en el valle, constituirian una seria limitante para la
produccién de semilla pura de alta calidad, que es una de las principales actividades de Ia
region (Agamennoni et al., 2011). La forma invasora de H. annuus se cruza en forma natural
con el girasol hasta distancias superiores a 500 m (Arias y Rieseberg, 1994; Ureta et al.,
2008b). En Europa, se prefiere realizar la produccion de semilla hibrida de girasol en
Turquia, debido a que ese pais es considerado libre de poblaciones invasoras de Helianthus

anuales (Bervillé et al., 2005).

Dado que no presentan tolerancia natural a herbicidas, los biotipos agrestales de H. annuus
de Argentina podrian ser controlados con herbicidas IMI en cultivos de girasol CL. Sin
embargo, la durabilidad de esta técnica estd altamente amenazada por la elevada
probabilidad de la rdpida adquisicién de resistencia luego de la hibridacién maleza-cultivo
(Tan et al., 2005; Presotto et al.,, 2012b). La probabilidad de aparicién de biotipos
complejos es alta cuando los parientes sexualmente compatibles se superponen con la
region del cultivo y florecen al mismo tiempo, como sucede con el girasol en Argentina

(Ellstrand et al., 1999; Ureta et al., 2008a).

Los granos que caen al suelo debido a defectos operativos de las maquinarias, pueden
incorporarse al banco de semillas transitorio, si permanecen viables menos de un afio, o el
banco de semillas permanente, si se mantienen vivas mas de un afio (Thompson y Grime,
1979). En especies anuales como el girasol, la fraccion permanente posibilita su dispersion
en el tiempo y superar periodos desfavorables (Moody-Weis y Alexander, 2007). Si una
especie no produjo semillas el ciclo anterior, por ejemplo debido a su extincién por
herbicidas, el banco de semillas del suelo posibilita que la especie pueda persistir en el sitio

invadido (Alexander y Schrag, 2003).

La disponibilidad de la tecnologia CL en girasol ha posibilitado el empleo de la labranza
cero, una técnica conservacionista que previamente estaba limitada por la carencia de

herbicidas postemergente para el control de malezas latifoliadas. La marcada simpatria
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entre el girasol y sus parientes invasores podria limitar la durabilidad agrondmica de la
tecnologia CL. En el oeste semiarido de la regién pampeana, ello presionaria
negativamente sobre el interés en el girasol, agravando alin mas la conflictiva situacion del
monocultivo de soja (Ingaramo y Feoli, 2008). La tecnologia CL en girasol debe protegerse,
para agregar valor a los sistemas agricolas del pais, limitando la chance de aparicién de

biotipos de Helianthus anuales resistentes a herbicidas Imidazolinonas.

HIPOTESIS

Mediante modelizacion de la dindmica de extincidn poblacional se puede estimar una serie
razonable de ciclos de control de malezas capaz de minimizar el riesgo de formacién de

poblaciones resistentes a herbicidas.

OBIJETIVOS

Estimar el efecto de varios ciclos anuales de control de las cohortes de plantas agrestales
de Helianthus annuus sobre la dindmica de la extincién de individuos introgresados luego

de un evento de hibridacién con girasol tolerante a Imidazolinonas.

Desarrollar informacién técnica para orientar en el manejo de la tecnologia CL de girasol,
con el fin de minimizar los riesgos de formacion de poblaciones resistentes a los herbicidas

emergidas a partir del flujo génico con el cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Se simuld la evolucidn poblacional de la descendencia de una planta agrestal de Helianthus
annuus (AGR) expuesta a un evento de hibridacion con girasol CL. El material genético
considerado para la modelizacién estuvo constituido por diez poblaciones naturales de H.
annuus de la region Central Argentina (Tabla 8.2). La modelizacién fue llevada a cabo

considerando los siguientes supuestos:

¢ Lagenealogia del individuo AGR se encontraba libre de introgresion con el cultivo.
¢ El banco de semillas del suelo estaba libre de propagulos de la misma especie.

e Las semillas generadas por la planta AGR y su descendencia se incorporaban al

banco del suelo.

e Las semillas quiescentes (viables, no dormidas) presentes en el suelo germinaban y

producian una planta que se reprodujo con éxito.
e Elsistema era cerrado, sin migracion de semillas.

e Los granos de girasol fueron completamente recolectadas por la madquina

cosechadora.
¢ No se produjeron eventos de hibridacion posteriores.

e Los individuos en cuya genealogia se registraba la cruza con el girasol se
consideraron introgresados. Los individuos emergidos a partir del apareamiento
entre plantas AGR con genealogia libre de hibridacidn con el girasol se consideraron

no introgresados.

La frecuencia de hibridacion entre la planta AGR (como parental femenino) y el girasol
(como parental masculino) fue tomada de la bibliografia del grupo de trabajo (Tabla 8.3). El
estudio considerd el rango constituido por los valores extremos (maximos y minimos)
provistos por las fuentes. La produccién de semilla de las plantas introgresadas se expresé
en forma proporcional al de las plantas no introgresadas de la misma poblacion (fitness

relativo).
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Tabla 8.2: Condiciones en las que se colecté la semilla de poblaciones naturales de Helianthus annuus de Argentina, consideradas en la modelizacidn de la

evolucién poblacional de la introgresién del girasol.

Acrénimo Origen* Departamento/ Habitat Tamafio Area Ocupada Ao de
Partido Poblacional (n) (ha) primer
Registro2

BRW-A Barrow (BA) Tres Arroyos  Cultivo de girasol 10° 50-100 2009
PUM-R Puan (BA) Puan Lindera a canal de desaglie de Malteria Puan 10°-10* 1,5 2000
CHU-R Carhué (BA) Adolfo Alsina  Lindera al arroyo que desemboca en el lago 10%-10* 10 2002
BAR-A Colonia Barén (LP) Quemu Quemu Cultivo de girasol 10° 50-100 2000
BAR-R Colonia Barén (LP) Quemu Quemu Camino de tierra 10°-104 0,5 2000
RAN-R Rancul (LP) Rancul Banquina desmalezada 10-100 10x 50 2002
HUA-R Huanchilla (COR) Judrez Celman Banquina 10° 300 2000
RCU-R Rio Cuarto (COR) Rio Cuarto Lindera al Aeroclub 10° 200 2000
MAG-R Media Agua (SJ) Sarmiento Cercana a cortina de dlamos en area de riego > 10" 40 2000
LMA-R Las Malvinas (MZA) San Rafael Calle de tierra al final de parcelas irrigadas >10° 7 2000

con cultivos de alfalfa, maiz y otros
'LP=La Pampa, BA= Buenos Aires, COR= Cérdoba, SJ= San Juan, MZA= Mendoza, SL= San Luis.
’De: Poverene et al., 2002; Com.Per Cantamutto Miguel; Capitulos 2 y 6.
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Tabla 8.3: Valores de hibridacién y fitness considerados para modelizar la presencia de

genes de girasol en una poblacién agrestal de Helianthus annuus.

Nivel consignado

Minimo  Maximo

Fuente

FO (inicial)

Cruzamientos posteriores

FO
F1
BC1
BC2, BC3 y sucesivos
BCn x BCn
BCn x Fn + Fn x BCn

Hibridacion (%)
2 18

100 100

Fitness (%)

100 100
1,3 5,7
5,3 19

100 100
100 100
100 100

Poverene et al., 2008
Ureta et al., 2008b

Estimado como peor escenario

Estimado como peor escenario
Presotto et al., 2012b
Presotto et al., 2012b

Estimado como peor escenario

Estimado como peor escenario

Estimado como peor escenario
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Para la modelizacién, se consideré la dindmica de la pérdida de viabilidad, capacidad
germinativa y dormicién de la semilla de H. annuus en el suelo, estimada en un ensayo de
cuatro afios de duracién (Capitulo 4, Figura 8.1). La produccion de semillas por planta
(Tabla 8.4) se tomé del estudio de caracterizacidn fenotipica en el jardin comun (Capitulo

3).

A partir de la dinamica de la germinacién anual, del porcentaje de hibridacion, el fitness de
la primera generacién (F1) y de la primera retrocruza (BC1), se simuld la evolucion
poblacional de la introgresion. Se considerd que a partir de la segunda retrocruza (BC2) la
progenie recuperaba completamente la capacidad reproductiva (Tabla 8.3). En base a la

combinacion de estos parametros se obtuvieron las curvas de crecimiento poblacional.

La progenie generada a partir del evento de hibridacién se agrupd en los siguientes “tipos”:
AGR= poblacion agrestal de H. annuus; F1 = primera generacion filial o hibrido y; BC =
retrocruzas o backcrosses. Estos tipos fueron agupados en dos clases. La clase “no
introgresada” estuvo conformada Unicamente por el biotipo agrestal, sin parentesco con el
cultivo. Por otro lado, la clase “introgresada” estuvo constituida por aquellos individuos

gue registraban algun grado de parentesco con el girasol, a partir del evento de hibridacion

inicial.
ESTIMACION DEL TAMARNO POBLACIONAL POR COHORTE

El nimero de individuos (tamafo) de cada cohorte fue calculado a partir de a) las semillas
producidas la anterior estacidon de crecimiento que no entraron en dormicién y b) las
semillas quiescentes que permanecieron el suelo y que no habian germinado los ciclos

anteriores (poseian dormicidn).
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Figura 8.1: Evolucién de la germinacién de poblaciones naturales de Helianthus annuus

utilizadas para modelizar la extincidn de individuos introgresados con girasol (Capitulo 4).
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Tabla 8.4: Producciéon de propdgulos en primera generacién de los biotipos de Helianthus annuus considerados para la modelizacién de la evolucidn

poblacional de la introgresion con girasol (Ver Capitulo 3). Estimacion realizada bajo dos tasas extremas de hibridacién con girasol.

Semillas (n pl™)

No introgresadas Introgresadas No introgresadas Introgresadas
Biotipo
2 % Hibridacion 18 % Hibridacién

BRW-A 5410 110 4526 994
PUM-R 17660 360 14776 3244
CHU-R 11780 240 9856 2164
BAR-A 10660 218 8920 1958
BAR-R 11607 237 9712 2132
RAN-R 17101 349 14309 3141
HUA-R 15268 312 12776 2804
RCU-R 16827 343 14079 3091
MAG-R 53410 1090 44690 9810
LMA-R 27411 559 22935 5035
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Evento de hibridacion (C0): El cultivo de girasol fue la fuente de polen, mientras que una
planta agrestal de H. annuus fue la receptora (Tabla 8.5). La generacion de semillas F1 se

estimo, de acuerdo a la Ec. 8.1:

SEMP x Hibr SPL x Hibr

al = : Scot F1i =
Euﬂ.Fl I'Dﬂ | XE w =C0 100 "

3 Ec. 8.1

Donde Sgp (F1) es el nimero de semillas F1 producidas en la generacién cero (G0); SEMP es
el numero de semillas producidas por planta de H. annuus (Tabla 7.4); Hibr es el porcentaje

de hibridacidn cultivo-silvestre.

El porcentaje de semillas quiescentes se obtuvo considerando el tiempo de permanencia
en el suelo. En cada cohorte, el nimero de plantas por tipo estuvo compuesto por las

semillas quiescentes del banco de semillas del suelo (Ecuacion 8.2).

Sgmn (b)) x Germemn .
100 XE

PlLey (B)=

Scn (b x Germg,

PL.. bl =
nt Mo 100 "A Ec. 8.2

donde PL¢, (b) es el nimero de plantas del tipo b (AGR, F1 o BC) en la cohorte n (C1, C2, C3
o C4); Sgmn €s el total de semillas del tipo b, de la generacién m, presentes en el banco de
semillas del suelo al iniciarse la cohorte n; Germc, es el porcentaje estimado de semillas

quiescentes del tipo b, de la generacién m, en la cohorte n.
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Tabla 8.5: Estructura poblacional, generaciones, cruzamientos y descendencia consideradas en las cohortes de la poblacién segregante

originada a partir de la hibridacion entre una planta de Helianthus annuus agrestal (AGR) y el girasol (SUN).

Estructura poblacional por tipo y generacion considerada (Gm)

Cohortes (Cn)
SUN

co
Cc1 -

Cc2 -

C3 -

C5 -

AGR
GO
Gl

Idem C1
+
G2
Idem C2
+
G3
Idem C3
+

G4

Idem C4
+
G5

F1
GO
G1

G1

G1

G1

G1

BC1

G1

Idem C2
+
G2
Idem C3
+

G3

Idem C4
+
G4

BC2

G1

Idem C3
+

G2

Idem C4
+
G3

BC3 BC4
G1 -
Idem C4 G1
+
G2

Cruzamientos considerados

SUNXAGR = F1
AGR XAGR = AGR
F1xF1=F2

AGR xF1 + F1xAGR = BC1
Idem C1
+
AGR xF1 + FIXAGR + BC1xBC1 = BC2
Idem C2
+
AGR xBC2 + BC2xAGR + BC2xBC2 = BC3
Idem C3
+
AGR xBC2 + BC2xAGR + BC2xBC2 = BC3
AGR xBC3 + BC3xAGR + BC3xBC3 = BC4
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La proporcion de individuos introgresados en cada cohorte se calculé considerando el

cruzamiento espontdneo entre todos los individuos, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

PS e (V= (PFicn v PRy w2 4 (PFoca w PFa ) w24 (PFar x PFe- )4 (PFoy x PF, )8 XE

"PSCn =i PF,—‘LER X PFFI Ix2 4+ {PFAGR X PFBC} x2+ {PFEC X PFEC} + (PFFi X PFFijﬂ"

o Ec. 8.3

Siendo:

PFpgr = PLagr X Fagr Ec.8.3.1
PFr1=Pley X Fra Ec. 8.3.2
PFgc = PLgc X Fac Ec. 8.3.3

donde PS¢, (1) es el numero relativo de semillas introgresadas de H. annuus en la cohorte n;

PL es el nimero de plantas y F el fitness del tipo considerado.

La proporcion de individuos de H. annuus no introgresados (AGR) producidos en cada ciclo

se estimo de la siguiente manera:

PSCﬂ {."!GR} = EP"P'AGR x FAGRE b {PL};GR x FAGR}E XE

"PSep (AGR) = (PLygp xFagp) x (PLycp x Fygp v Ec.8.4

donde PS¢, (AGR) es el nimero relativo de semillas no introgresadas de H. annuus

producidas en la cohorte n; PLagr €s el nUmero de plantas AGR y Fagg su fitness (1).

La frecuencia de introgresion se estimo de la siguiente manera:
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PSen (1) "
Sen (AGRY + PScn (D XE

Fery (= B

PS¢, (1!
PSc, (AGR + PSc, (Iing Ec. 8.5

Pep (1) =
donde P, (1) es la proporcién de plantas introgresadas sobre el total en la cohorte n; PSg,

es la proporcion de semillas introgresadas potencialmente producidas. La proporcién de

plantas no introgresadas se determiné de igual modo que las introgresadas:

PScy (AGR)

(AGR) =
Pen AGR) = 5o = Pse (O xc
PSc, (AGR)
Py (AGR) =
; PSc, AGR — PS, (11v3 Ec. 8.6

donde Pc, (AGR) es la proporcién de plantas agrestales en la cohorte n; PSc, es la

proporcién de semillas introgresadas potencialmente producidas.

La produccién de semillas H. annuus introgresadas en cada cohorte se estimé a partir de las

ecuaciones 8.2y 8.5:

Scn (1) =(PLaca + PLgy + PL3)x SPL x Pe (DB XE

"Scp (I} =(PLsgr + PLp; — PLpci XxSPLx P, (I} 8 Ec. 8.7

donde S¢, (1) es la produccién de semillas silvestres en la cohorte n; PL es el nimero de
plantas (AGR, F1 y BC) en la generacion n; SEMP es el nimero de semillas producidas por

planta de H. annuus; Pc, (1) es proporcidon de plantas introgresadas en la cohorte n.

La produccion de semillas H. annuus silvestres en cada cohorte se estimd a partir de las

ecuaciones 8.2y 8.6:
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Sen (AGR) = (PLaga + PLgy = Plgc) x SPL x Pep (AGR)B XE

"S(JI MGR} =1 FL;\GR T PLFJ T PLB( I x5PL x P{n (AN\:‘" A Ec. 8.8

donde S¢, (AGR) es la produccién de semillas AGR en la generacién n; PL es el nUmero de
plantas AGR, F1y BC en la generacidn n; SEMP es el nimero de semillas producidas por

planta; P¢c, (AGR) es proporcion de plantas AGR en la cohorte n.

Primera cohorte: La poblacidn estuvo compuesta por plantas no introgresadas (AGR) y
aquellas plantas F1, originadas durante el evento de cruzamiento entre el girasol y AGR,
que tuvieron la capacidad de germinar. Se consideré que las plantas F1 se cruzaron con
AGR, en ambos sentidos, produciendo la semilla de la primera retrocruza (BC1) también se

cruzarian entre ellas produciendo la segunda generacién filial (F2).

Segunda cohorte: La poblacion estuvo constituida por plantas no introgresadas (AGR) y
plantas introgresadas (BC1, F1 y F2), que se cruzaron entre ellas. La retrocruza de las
plantas BC1 produjo como descendencia a las BC2, las cuales recobraron la fertilidad
(fitness = 100 %). Los individuos de la generacidn F2 y sucesivas no fueron considerados
como parte de la poblacién debido a que su frecuencia estimada fue extremadamente baja

(< 0,01 %).

Tercera, cuarta y quinta cohorte: La poblacion comprendié plantas no introgresadas (AGR)
e introgresadas. Las cruzas introgresadas estuvieron constituidas por los tipos BC1, BC2,
BC3, BC4 (agrupadas en BC) y F1, siendo esta ultima la originada en el evento de

cruzamiento cultivado por AGR que aun permanecian en el banco de semillas del suelo.

Se estimé el impacto del control de las cohortes sobre la dindmica de la introgresion de la
poblacién de maleza. Se simulé el control durante las cohortes C1, C2, C3 y C4, emergidas

luego del evento de hibridacién. Se considerdé completa efectividad del control.

El crecimiento poblacional de una especie invasora se encuentra limitado por la
disponibilidad de recursos bidticos y abidticos (Booth et al., 2003). Para estimar el grado en
gue las limitaciones de espacio fisico afectaban el aumento poblacional luego del

cruzamiento interespecifico, se tuvieron en cuenta los rangos de tamafo poblacional y
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densidad observados en los cultivos de verano en la regidon (Capitulo 2). La tasa de
expansion de la superficie invadida por Helianthus annuus se tomd de Casquero et al.

(2013).
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RESULTADOS

Luego del evento de cruzamiento, el numero estimado de descendientes introgresados
estimado estuvo comprendido entre el rango 382 + 275 y 3437 + 2479 para el menor vy el

mayor fitness (Tabla 8.3).

Sin control de malezas, la evolucidon temporal simulada del tamano poblacional mostré un
crecimiento exponencial que superdé el billon de plantas al quinto ciclo luego del
cruzamiento (Figura 8.2). Los biotipos mas permeables a la hibridacién y con altos valores
de fitness en la primera (F1) y segunda (BC1) generacién, produjeron un tamafio
poblacional de plantas introgresadas superior a 1 10 para el mismo periodo. El nimero de
individuos introgresados fue menor para los biotipos que mostraron los parametros

reproductivos mas restrictivos, pero igualmente alcanzé una magnitud cercana al billén.

Sin desmalezado, la proporcién de individuos introgresados en la segunda cohorte luego de
la hibridacion, fue menor a 1 % (Figura 8.2). A partir de alli, aumenté hasta un maximo de 7
% en la quinta cohorte. Este incremento fue debido a la recuperacién de la fertilidad de los
BC2 (Fitness = 100 %). En aquellas situaciones donde el modelo no incluyé completa
recuperacion de la fertilidad con el avance generacional, la proporcion de individuos
introgresados disminuyé a menos de 0,03 % a partir de la tercera cohorte luego de la

hibridacion.

El control de las plantas de Helianthus desde generaciones tempranas luego del evento de
cruzamiento limité notoriamente el aumento del tamafio poblacional. Controlando solo en
la primera cohorte se redujo el nimero de plantas introgresadas en mas de 1 10* veces.
Luego de cuatro ciclos de control consecutivos, el tamafio potencial de la poblacién de

plantas introgresadas fue menor a 200 individuos.
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Figura 8.2: Simulacidn de la evolucidn del niumero de plantas de H. annuus emergidas luego de un evento de hibridacién con el girasol, sin

limitaciones del drea ocupada. Se representa el nUmero de plantas no introgresadas (curva negra) y el de plantas introgresadas bajo el mayor (curvas

rojas) y menor (curvas verdes) rango estimado. Los corchetes marcan el efecto del control quimico de las cohortes emergidas durante el primer al

cuarto ciclo (afos) sucesivo. El nimero de plantas fue representado como X+1 para poder ser graficado en escala logaritmica.
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DISCUSION

Una poblacién podria crecer de manera exponencial sélo si la misma se encontrase bajo
condiciones ilimitadas de recursos (Booth et al., 2003). En escenarios donde los recursos
son finitos, el tamano poblacional alcanzaria un valor a partir del cual el crecimiento se
veria limitado por la competencia intraespecifica. Como resultado de esta interaccién con
los factores del ambiente, la poblacidon mostrara una curva de crecimiento logistica (Booth
et al., 2003). Las poblaciones alcanzan un maximo de biomasa que pueden soportar por
unidad de area (Loomis y Connor, 2002). El aumento de la densidad impone un estrés entre
las plantas como consecuencia de la disminucién de los recursos ambientales, el cual se
magnifica a medida que crecen. De esta forma, el crecimiento de los individuos solo sera
posible si se genera un nuevo espacio por muerte de plantas vecinas. Esta relacion
(densidad/biomasa por planta), que se ha observado en varias especies se denomina ley

del auto-raleo o ley de los -3/2 (Westoby, 1984).

Para los biotipos agrestales menos permeables a la introgresién, al quinto ciclo luego del
evento de hibridacién, el tamafio poblacional de los individuos introgresados alcanzé un
valor superior a 1 10™. Sin embargo, el modelo estimé que ese valor fue superior para las
poblaciones con plantas mas productivas, como MAG-R, sujetas a la maxima tasa de flujo

génico AGR-cultivo (18 %).

El modelo estudiado estuvo basado en condiciones de peor escenario, que dificilmente
serian posibles bajo las condiciones naturales de los agroecosistemas de la region Central
Argentina. En los ambientes agricolas donde se observaron los mayores tamanos
poblacionales, la densidad de plantas de H. annuus nunca superé a 1,1 10° ha™ (Capitulo 2
y 6). Considerando que una densidad de 11 plantas m™ constituiria el umbral por encima
del cual comenzaria a limitarse el crecimiento y la produccién de semilla por planta, el
tamafio poblacional efectivo seria menor al modelizado, si no estuviera acompafiado con

una expansién del area invadida.

El drea invadida por el biotipo agrestal hallado en la regién pampeana crecié desde ocho a
45 ha en cuatro afios de agricultura con intensa participacién del girasol en la rotaciéon
(Casquero et al., 2013; Capitulo 6). En el modelo simulado, si la progenie del cruzamiento

ocupara una superficie aproximada a 10 m?, cada cohorte alcanzaria una densidad 12 veces
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superior al umbral de 11 plantas m? (Figuras 8.2). En lo sucesivo, si el crecimiento
poblacional no estuviera acompafiado por el del drea ocupada, el incremento del tamafo

poblacional estara limitado progresivamente por la competencia intraespecifica.

Considerando la capacidad reproductiva media, un stand de 11 plantas m?generara 2,1 10°
semillas. Si estos propagulos fuesen dispersados en 10 m? e incorporados al suelo durante
cinco afos, la cantidad de semilla en condiciones de germinar en cada estacidn seria menor
a 4,5 10° semillas m™. Del total de propagulos presentes en el suelo, solo 11 plantas m™
alcanzarian el estado reproductivo, por lo tanto mas del 99 % de la semilla se perderia por
predacion, falta de viabilidad, emigracién (maquinas agricolas, animales, viento), o

germinarian pero no llegarian a reproducirse.

La permanencia de la semilla en el suelo estard afectada por las técnicas de laboreo. El
peor escenario corresponderia a aquel en donde la semilla dispersada quedara enterrada
en las capas profundas del suelo y fuera restituida a la superficie luego de un periodo sin
laboreo mecanico. Durante este periodo una elevada proporcion de la semilla
permaneceria dormida en el suelo. Bajo estas condiciones, luego de cuatro afios de
almacenaje en el suelo, el biotipo MAG-R alcanzaria el mayor tamano poblacional (> 3000
semillas), principalmente debido a la gran produccién inicial de propagulos. Considerando
la germinacién, dormicién y mortandad anual de la semilla (Capitulo 4) y si el suelo fuese
labrado anualmente, la eliminacién de las cohortes emergidas de la semilla almacenada en
el suelo reduciria a menos de 150 la cantidad de individuos que podrian emerger luego de
cuatro anos. En el caso de la poblacidn LMA-R, luego de cuatro afios de permanencia en el
suelo, debido a la alta produccidn inicial de propagulos las semillas viables en el suelo

serian 700, sin embargo se reducirian a menos de 20 bajo un sistema de laboreo anual.

Mantener a la simiente sobre la superficie del suelo luego de su dispersion, las expondria a
la accion de predadores y a deterioro o germinacién inoportuna debido a la fuerte
variabilidad de las condiciones ambientales y a la exposicidon luminica (Alexander y Schrag,
2003). Por lo tanto, el empleo de un sistema de labranza cero seria recomendable, ya que

bajo esta técnica la poblaciéon se reducirad debido a la mortandad de la semilla.

El nimero de semillas viables del biotipo agrestal BRW-A, luego de cuatro afios en el suelo,

alcanzaria un valor menor a 300, debido a la baja produccién inicial de propdgulos por
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planta. Mediante laboreo anual, luego de ese periodo, el nimero de semillas en el suelo se
veria reducido a menos de 30. Si la tasa de hibridacidon alcanzara el maximo valor
considerado en el modelo, correspondiente al 18 %, solamente cuatro de esas semillas

podrian estar introgresadas con el girasol.

Sin embargo, es de esperar que la tasa efectiva de hibridacion del biotipo agrestal BRW-A
alcance un valor menor al 18%. Ello surge considerando que el solapamiento de la floracién
con el girasol alcanza a menos del 20 % del periodo de floraciéon del biotipo agrestal
(Roumet et al., 2013; Capitulo 3 y 7). Considerando que solo un quinto de las flores del
biotipo AGR estan receptivas conjuntamente con las del cultivo y podrian ser polinizadas
por el girasol, es de esperar que solamente una de las 30 semillas sobrevivientes luego de

cuatro afios en el suelo fuese introgresada.

En girasol, la resistencia a Imidazolinonas obtenida de la poblacién agrestal de Kansas estd
gobernada por dos genes (Bruniard y Miller, 2001), un gen mayor y un gen modificador.
Para obtener completa tolerancia a herbicidas se requiere homocigosis de ambos genes,
por lo tanto para producir hibridos resistentes es necesario que ambos parentales
contengan los genes de resistencia. A partir de estos materiales comerciales, la tolerancia a
Imidazolinonas del hibrido de primera generacion emergido del cruzamiento entre una
planta AGR (libre de antecedentes de introgresion con el cultivo) con el girasol CL sera
incompleta, debido a la condicidon de heterocigosis para ambos genes. A pesar de que se
esperaria un buen control de las plantas introgresadas luego de cuatro afios de la
hibridacidn con el biotipo BRW-A, debido a que la tolerancia a herbicidas IMI serd menor a
la del padre tolerante (Girasol CL), estas plantas podrian sobrevivir a la dosis comercial de

herbicida (Presotto et al., 2012a).

En el caso de la tecnologia CLHA-plus y ExpresSun, en las cuales la resistencia a herbicidas
IMI y SU se debe a un gen dominante especifico para cada herbicida (Sala y Bulos, 2012), el
riesgo de transferencia y permanencia de la resistencia a las poblaciones naturales
aumenta. Ello se debe a que es esperable completa resistencia de las plantas de las
poblaciones naturales, aun bajo heterocigosis del correspondiente alelo dominante. La
planta emergida luego de cuatro afos del evento de hibridacién con el biotipo BRW-A

tampoco podria ser controlada con dosis comerciales de estos herbicidas.
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Los herbicidas IMI y SU podrian ser efectivos para el control de las plantas de las
poblaciones ruderales y agrestales de H. annuus de Argentina, aun en bajas dosis (Capitulo
5). Ambas familias de herbicidas inhiben la actividad de la enzima AHAS (Brown, 1990;
Arregui y Puricelli, 2008). Aunque se considera que la mutacién que confiere la tolerancia a
IMI podria producir amplia resistencia a herbicidas inhibidores de AHAS de varias familias
(Tranel y Wright, 2002; Sala et al., 2008b), esto no se observd en el material comercial
evaluado. El hibrido IMI-tolerante y su progenie (F2) no mostraron tolerancia a los dos
herbicidas SU utilizados. Ello aumentaria el valor potencial de las SU para el control de las
poblaciones AGR luego del evento de hibridacién. Es poco probable que tal cruza derive en

la adquisicion de resistencia a herbicidas que no poseen ninguno de los dos parentales.

En una primera instancia, el imazapir podria emplearse en un girasol CL para controlar
poblaciones AGR de H. annuus que no hubieran sido introgresadas por el cultivo. En ese
caso, la aplicacidon deberia realizarse de modo tal de asegurar la eliminacion total de las
malezas. De igual forma se deberia proceder con las poblaciones naturales de H. annuus
qgue pudieran estar expuestas al flujo de polen desde el cultivo, que puede ocurrir hasta
1000 m (Arias y Rieseberg, 1994), pues de lo contrario podrian constituir un reservorio de

los genes de tolerancia.

Como estrategia de maxima bioseguridad emerge que luego del evento de cruzamiento no
deberia utilizarse herbicidas IMI durante los siguientes cuatro afios. De igual modo, en las
regiones con poblaciones naturales del género Helianthus seria recomendable que girasol
CL se utilice menos de una vez cada cinco afos. De esta forma, la probabilidad de
introgresion de genes del cultivo seria muy baja. Luego del cultivo de girasol tolerante a IMI
resulta recomendable realizar una rotacidn con alternancia de principios activos sin
participacién de los herbicidas de ese grupo para minimizar los riesgos de formacion de

poblaciones resistentes (Tabla 8.6).

Considerando los resultados de la evaluacién (Capitulo 5), el glifosato y el prosulfuron,
aplicados en postemergencia temprana de los cultivos de soja RR y maiz RR constituyen
opciones que podrian aplicarse sin riesgos de seleccionar por resistencia. En maiz también
podria considerarse la aplicacidn de atrazina (Reinhardt, 1995). También debe considerarse

el control de las malezas emergidas sobre el fin de ciclo de un cultivo de invierno, durante
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el periodo de barbecho para la implantaciéon de un verdeo de invierno durante el mes de
febrero. En esa situacion, el control de malezas con metsulfuron aplicado en estadios
tempranos del verdeo también limitara la fructificacidon de las malezas. La incorporacién de
IMI cada cinco afios en la rotacion deberia estar acompafiada con la eliminacién manual de

las malezas del género Helianthus no controladas de forma quimica (Presotto et al., 2011).

La reproduccidn de plantas agrestales de H. annuus deberia ser evitada, hasta agotar el
banco de semillas del suelo. Para el modelo simulado, el control de las malezas deberia ser
realizado al menos durante los cuatro ciclos siguientes al evento de hibridacién. De esta
manera la probabilidad de nacimiento de una planta introgresada caeria por debajo del 5

%.
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Tabla 8.6: Propuesta de rotaciéon de cultivos y herbicidas para minimizar los riesgos de emergencia de malezas resistentes a herbicidas IMI

por flujo génico, luego del cultivo de un girasol CL en regiones con poblaciones naturales del género Helianthus.

Ao
1 2 3 4 5
Cultivo Trigo/Soja RR 2% Maiz o sorgo Soja RR Maiz o sorgo Girasol CL
Herbicida Glifosato Prosulfuron Glifosato Prosulfuron Imazapir
Estado del cultivo V1-V10 V3-V5 V1-V10 V3-V5 V2-V4
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES
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A partir de las hipdtesis de trabajo planteadas emergen las siguientes conclusiones

generales:

La hipodtesis 1 (En la region central Argentina existen poblaciones agrestales de H. annuus y
H. petiolaris que se diferencian fenotipicamente de las ruderales) fue parcialmente
aceptada. Durante las ultimas tres décadas, las poblaciones naturales de H. annuus y H.
petiolaris han habitado banquinas y margenes de caminos, en su forma ruderal. En los
ultimos anos ambas especies han invadido lotes de produccién, sin embargo no habian sido
consideradas como maleza de Argentina (Hopp, 2005). Desde el afio 2009 en la regién
Central del pais se encontraron mas de 140 unidades productivas invadidas por alguna de
las especies anuales del género Helianthus, indicando la creciente adaptaciéon a los
agroecosistemas Argentinos. Su presencia estuvo altamente asociada al cultivo de girasol,
donde anualmente mas del 10 % de los lotes presentaron plantas malezas de las especies

estudiadas.

Las malezas agrestales de H. annuus y H. petiolaris no se diferenciaron de forma
consistente de la ruderales, a partir de rasgos fenotipicos. Las poblaciones agrestales de H.
annuus produjeron menos semillas por planta, debido al desarrollo de un menor nimero
de capitulos. Sin embargo, la maduracién fue mas precoz y la biomasa de la semilla fue del
doble. Estos rasgos le confieren al biotipo agrestal la capacidad de dispersar semillas antes
(shattering) o durante la cosecha. Las semillas de las plantas agrestales de mayor tamafio
posiblemente seran recolectadas por la cosechadora (Casquero et al., 2013), o consumidas
por predadores (Alexander et al., 2001), mientras que las de menor tamafio alimentaran el
banco se semillas del suelo. De esta forma la seleccidn natural o antrdpica ird a favor de
aquellas plantas con propdgulos de menor tamafio, los cuales no podrdn ser extraidos por
la cosechadora. La poblacidn agrestal hallada y estudiada desde el afio 2009 en la localidad
de Barrow (Tres Arroyos) constituyé el primer registro de un complejo caso de invasion e

interferencia intraespecifica en Argentina.

La hipdtesis 2 (Las poblaciones agrestales de H. annuus presentan rasgos morfoldgicos
intermedios entre poblaciones naturales y el girasol) fue aceptada. La presencia de plantas
con ramificacion total, capitulos pequefios y presencia de antocianinas del biotipo agrestal

de Tres Arroyos, se corresponden con la descripcién de biotipos ruderales de la especie
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(Seiler y Rieseberg, 1997). Sin embargo, como evidencia de hibridacién con el girasol, en
mas del 10 % de las plantas se observé ausencia de antocianinas, ramificacion apical,
presencia de capitulo principal, diametro de capitulo mayor a 50 mm. Ello impidid que

pueda descartarse el origen exoferal (Casquero et al., 2013).

Se estima que las poblaciones invasoras de H. annuus de Europa habrian emergido a partir
de semilla hibrida contaminada, importada desde América del Norte, en las cuales la linea
materna habia sido polinizada en forma incontrolada por algun biotipo invasor (Bervillé et
al., 2005; Muller et al., 2010). Dado que en Tres Arroyos no existen poblaciones ruderales
de H. annuus, se consideré que la invasidn podria haber comenzado a partir de diseminulos
originados en regiones donde existen poblaciones ruderales. La empresa agropecuaria que
produce en el establecimiento invadido de Tres Arroyos (Barrow), también lo hace en
Relmé. Por ello no se puede descartar que la poblaciéon invasora de esa localidad haya sido
la fuente de semilla de la poblacion agrestal de Tres Arroyos. La semilla posiblemente se
dispersé ayudada por el transito de las maquinas agricolas y otros rodados que circulan en
ambos sitios. En el nuevo habitat la poblacién mostré una elevada capacidad invasiva, pues
aumenté el area ocupada de 8 a 45 ha en solo cuatro ciclos estivales (Casquero et al.,

2013).

La hipotesis 3 (La interferencia ejercida por poblaciones agrestales de H. annuus disminuye
el rendimiento y la calidad del cultivo de girasol) fue aceptada. En general la presencia de la
maleza no modificd la fenologia ni la altura de planta del girasol. El biotipo agrestal de H.
annuus de Tres Arroyos disminuyd el rendimiento del girasol hasta en un 80 % con 10,7
malezas m™. Aunque no modificé el contenido de aceite de los granos, la mayor densidad
de maleza evaluada disminuyd hasta un 6 % el contenido de acido oleico del girasol.
Debido a que los granos del biotipo agrestal poseen menor contenido de aceite que el
girasol, la contaminacién fisica y mezcla con los del cultivo disminuird el contenido de
aceite de los granos cosechados. En investigaciones futuras resultard interesante evaluar la
capacidad competitiva del biotipo agrestal por medio de estudios que incluyan indices de

complementariedad de recursos y la dindmica de uso de los mismos.

La hipédtesis 4 (La semilla de las poblaciones naturales de H. annuus y H. petiolaris de

Argentina presenta dormicion, lo cual posibilita la supervivencia por mds de una estacion de
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crecimiento en el banco de semillas del suelo) fue aceptada. Una vez en el suelo, mas del 15
% de la semilla de poblaciones naturales de H. annuus y H. petiolaris de Argentina
mostraron capacidad para sobrevivir al menos por 42 meses en el suelo. En los
agroecosistemas, el biotipo agrestal de Tres Arroyos podria dispersar mas de 1500 semillas
m?, 80 % de las cuales tendran la capacidad de germinar el siguiente ciclo. El control de
malezas en el primer ciclo luego de la dispersion reducird el banco de semillas del suelo. Sin
embargo, luego de 42 meses el 9 % de la semilla permaneceria viable. Los resultados de la
simulacidn reafirman la conveniencia de evitar la introduccién y reproduccién de malezas
agrestales de H. annuus dentro de cultivos de girasol con tolerancia genética a herbicidas.
Los contaminantes genéticos de la semilla hibrida, simulados por cruzas controladas entre
lineas puras y biotipos ruderales también tuvieron capacidad de sobrevivir 42 meses en el

suelo, aunque en este caso la fraccidn que logré ese estado fue menor al 5 %.

La hipétesis 5 (El empleo de estrategias de manejo con herbicidas limita el crecimiento
poblacional de H. annuus agrestal con resistencia a Imidazolinonas) fue aceptada. Las
poblaciones naturales de H. annuus de Argentina fueron susceptibles a los herbicidas
estudiados, incluso a la subdosis de los mismos. A pesar de ello, se recomienda el empleo
de dosis no inferiores a las indicadas en el registro de inscripcién, debido a la
susceptibilidad media observada a media dosis de glifosato y metsulfuron. En general la
tolerancia de H. petiolaris a los herbicidas evaluados fue mayor que la de H. annuus. La
simulacidn realizada predijo que luego de un evento de hibridacidn entre una planta
agrestal y girasol con tolerancia genética a Imidazolinonas, el control quimico con
herbicidas alternativos evitard el crecimiento poblacional de malezas cruzadas con el
cultivo. Luego de cuatro afos de control se disminuird notoriamente el banco de semillas

del suelo y la probabilidad de nacimiento de una planta introgresada sera menor al 5 %.

Los resultados obtenidos demuestran la existencia del problema emergente de malezas
parientes del girasol, que evoluciona hacia una mayor complejidad y dificultad de control.
Sin embargo, mediante el empleo de buenas précticas agronédmicas, que incluyan limpieza
de magquinarias, rotacion de cultivos y de principios activos, se podria mitigar la evolucién
del problema potencial. Es altamente recomendable realizar la produccién de semilla
hibrida de girasol en zonas libres de poblaciones naturales de H. annuus y H. petiolaris para

evitar la polinizacién incontrolada con esos biotipos. Ello conduciria a la apariciéon de
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plantas fuera de tipo en los cultivos de girasol, que tienen capacidad para sobrevivir al
menos cuatro afnos en el suelo. Una vez introducidas en un nuevo habitat, si no se
incorporan al banco de semillas del suelo, el empleo de un sistema de labranza cero
(siembra directa), aumentara la predacién y mortandad de semillas, lo cual resultaria
favorable para limitar el crecimiento poblacional. Debido a que las poblaciones invasoras
tienen capacidad para persistir en el banco de semillas del suelo, se recomienda que se
aplique estrictas medidas de control de malezas del grupo taxonémico en estudio por al

menos cuatro ciclos de produccién.

La subestimacién del problema traerd como consecuencia el aumento del nimero de casos
con malezas de H. annuus y H. petiolaris y |la aparicién de biotipos cada vez mas complejos
y de dificil control. La presencia de estos biotipos tornard antieconémico el cultivo de
girasol e inducird al desplazamiento hacia zonas libres de poblaciones naturales. Aquellos
productores que incluyan al girasol en sus rotaciones y aspiren combatir a la maleza
podrian utilizar un sistema que incluya la tecnologia Clearfield. Para ello es altamente
recomendable la completa eliminacion de los individuos emergidos en los ciclos

posteriores para evitar el desarrollo de biotipos resistentes a Imidazolinonas.
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Conclusiones especificas

» Las poblaciones agrestales del género Helianthus estan presentes en Argentina. Se
documentaron mas de un centenar de casos de malezas del género en La Pampa-
Oeste de Buenos Aires. Fuera de la regién central del pais, también fueron

documentados en la provincia de Salta.

e Helianthus petiolaris fue la especie con mayor frecuencia de poblaciones agrestales.
En el caso de H. annuus, mds del 25 % de los casos de plantas maleza estuvieron
adjudicados a contaminantes de semillas. Las plantas voluntarias y otras malezas
con rasgos de hibridacién no controlada constituyeron menos del 35 % de los casos

observados.

e La presencia de plantas agrestales del género Helianthus en el pais estuvo
altamente asociada al cultivo de girasol. Entre el 10 % y el 30 % de los cultivos de
girasol observados en la regién central Argentina presentaban malezas o

contaminantes del género Helianthus.

e La caracterizacion fenotipica diferencié a las poblaciones naturales de H. annuus de

las de H. petiolaris.

e Las poblaciones agrestales de H. petiolaris fueron fenotipicamente similares entre si
y las diferencias fenotipicas con las ruderales fueron de escasa magnitud (< 20 %),

en solo ocho de los caracteres evaluados.

¢ Los biotipos agrestales de H. annuus se diferenciaron porque desarrollaron la mitad

de capitulos y semillas por planta, y el doble de biomasa por semilla que los biotipos
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ruderales. Los biotipos agrestales de H. annuus anticiparon el inicio del estado

reproductivo y la finalizacion de la floracién respecto a los ruderales.

Mas del 15 % de los propdgulos de las poblaciones naturales de la regién Central
Argentina permanecieron viables luego de 42 meses en el banco de semillas del

suelo.

Las poblaciones naturales de H. annuus de Argentina fueron sensibles a la aplicacidn
de glifosato, imazapir, imazapir+imazetapir, aclonifen, prosulfuron, metsulfuron
metil, aun a subdosis (0,5X) del producto comercial. En general, H. petiolaris fue
mds tolerante que H. annuus a los herbicidas mencionado. El glifosato a doble dosis
comercial tuvo completo control sobre las poblaciones invasoras. H. annuus fue
mds afectado por las Sulfonilureas, mientras que H. petiolaris presenté menor
tolerancia a las Imidazolinonas. El girasol comercial CL y su progenie fueron

completamente tolerantes a las Imidazolinonas, no asi a las Sulfonilureas.

El biotipo agrestal de H. annuus de Tres Arroyos incrementd el drea invadida de 8 a
45 ha en cuatro afios a partir de su deteccién. La presencia de una fraccién de
plantas con ausencia de antocianinas, ramificacion apical, capitulo principal y
didmetro de capitulo mayor a 50 mm, mostré evidencia de hibridacidon con el

girasol, por lo tanto no se pudo descartar un origen exoferal.

La interferencia ejercida por el biotipo agrestal de H. annuus no modificé la
fenologia, la altura de la planta, ni el contenido de aceite de los granos de girasol.
Sin embargo los restantes componentes del rendimiento fueron severamente
afectados. Por ello la produccién por planta disminuyd hasta en un 80 % con 10,7

malezas m™.
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El biotipo agrestal de H. annuus presenté mayor tamafio de planta, mayor duracion
de area foliar y un del periodo de llenado de granos de menor duracién que aun
biotipo ruderal. El biotipo maleza tuvo la capacidad de mimetizar al girasol en la

evolucién de la altura y el area foliar del girasol hasta R5.

La modelizacion de la extincién de individuos introgresados, emergidos del
cruzamiento entre una planta H. annuus agrestal y girasol IMI-tolerante, mostrd un
crecimiento exponencial que superé el billon de plantas al quinto ciclo. Si durante
un periodo de cuatro anos luego del evento se realizara el control de las malezas
con métodos mecanicos o quimicos, con herbicidas alternativos a las
Imidazolinonas, el banco de semillas del suelo disminuird progresivamente y la

probabilidad de nacimiento de una planta introgresada serd menor al 5 %.
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Imagen 1: Proceso invasivo destacado de H. annuus, correspondiente al biotipo
agrestal BRW-A, en la localidad de Tres Arroyos (Buenos Aires). Vista general del lote

en el aflo 2009 (a) y 2011 (b).
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Imagen 2: Proceso invasivo destacado de H. annuus, correspondiente al biotipo
agrestal REL-A, caracterizado en la localidad de Relmé (La Pampa) en el afio 2012. a:
planta juvenil de nacimiento otofial con antocianinas en el tallo; b: vista general de

lote de girasol cosechado con restos de plantas de REL-A.
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Imagen 3: Cultivo de girasol invadido por plantas agrestales de H. petiolaris,

correspondiente al biotipo agrestal LON-A. Proceso invasivo registrado en Lonquimay

(La Pampa) en el afio 2010.

280



281



Imagen 4: Monte forestal invadido por plantas agrestales de H. petiolaris,
correspondiente al biotipo agrestal FOR-A. Proceso invasivo registrado en Catrilé (La
Pampa) en el afio 2010. a: Vista general del lote; b: plantas invadiendo las lineas no

labradas de un monte forestal.
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Imagen 5: Cultivo de girasol invadido por plantas agrestales de H. petiolaris,
correspondiente al biotipo agrestal LIN-A en Macachin (La Pampa) en el afio 2012. a:
Vista general del lote; b: el Dr. Miguel Cantamutto y el autor dialogando con el

productor Remigio Haberkon sobre los caracteres distintivos de H. petiolaris.
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Imagen 6: Cultivo de girasol con presencia de plantas fuera de tipo o contaminantes de

semilla. Proceso invasivo registrado en Miramar (Buenos Aires) en el afio 2012.

286



287



Imagen 7: Cultivo de alfalfa invadido por plantas resultantes de la hibridacion entre H.
petiolaris y girasol. Proceso invasivo registrado en 2011 en Anguil (La Pampa). a: vista

general del cultivo; b: detalle de una inflorescencia de una planta agrestal hibrida.
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Imagen 8: Plantas espontdneas de H. annuus posiblemente dispersadas por aves. a:
individuo en los barrancos de la Avenida Cabrera donde habita el loro barranquero
(Cyanoliseus patagonus); b: individuo debajo de arboleda en el departamento de

Agronomia de la UNS (indicado por una flecha).
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