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RESUMEN

Durante el afio 2014, se constatod la existencia de poblaciones de Brassica rapa con
resistencia a glifosato (de origen transgénico) y a herbicidas inhibidores de la AHAS en el
pais. La adquisicién de dichas resistencias se debid al flujo génico ocurrido entre esta maleza
y Brassica napus (colza canola). Aunque el cultivo transgénico de colza estd prohibido en
Argentina, individuos con esta tecnologia fueron detectados en el pais. La adquisicion de
genes de resistencia puede generar efectos pleiotrdpicos en el individuo, como por ejemplo
la disminucidon de la aptitud bioldgica. Para determinar si se produjo algun detrimento en la
produccion de semillas se realizé el presente ensayo, en el cual se cuantificaron caracteres
fenotipicos en dos poblaciones resistentes de Brassica rapa (BAL y LDU) y se las comparo
con individuos de cuatro poblaciones susceptibles (ERI, JUA, NECy SCB). Luego de confirmar
la presencia de los genes de resistencia mediante la caracterizacidon molecular, se procedié
a cultivar las diferentes poblaciones en un jardin comun. Se midieron distintos parametros
como viabilidad de polen, altura de las plantas, nimero de silicuas por planta, el nimero de
ramas vy silicuas por inflorescencia principal, longitud y el nimero de semillas y peso total
de semillas de cada planta. Se pudo determinar que no existieron diferencias significativas
entre individuos susceptibles y resistentes para ninguno de los parametros observados, por
lo tanto, se podria afirmar que la adquisicién de los genes de resistencia en el caso de

Brassica rapa no implicd una disminucién en la aptitud bioldgica.
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INTRODUCCION

De la misma forma que aumenta la poblacién en el mundo lo hace la demanda de
alimentos producidos por cultivos. Ante la imposibilidad de continuar expandiendo las
fronteras agricolas, la alternativa mas plausible es generar aumentos en los rendimientos
de las cosechas (Fernandez, 2015). Son varios los factores que ocasionan detrimentos en la
produccion agricola, dentro de los cuales se destacan las plagas, enfermedades y malezas.
Estas ultimas, se estima que generan pérdidas del 10 % a nivel global (Harlan, 1965). En este
contexto puede decirse que el aprendizaje, manejo y control sobre las especies plaga,
favorecera el aumento de rindes en terrenos cultivados (Fernandez, 2015)

Dentro de la familia de las brasicdceas se reconocen un centenar de especies con
multiplicidad de usos. Esta integrada por plantas aromaticas, oleaginosas y horticolas, pero
también gran cantidad de especies consideradas maleza de los sistemas productivos
(Iriarte, 2011). Brassica rapa y B. napus son dos de las seis especies de Brassica cultivadas
cuyas relaciones filogenéticas fueron descriptas por el botdnico coreano Woo Jang-choon,
en lo que se conoce como el tridngulo de “U” (Figura 1). Las especies diploides B. nigra (BB,
2n = 16), B. oleracea (CC, 2n = 18) y B. rapa (AA, 2n = 20) descienden de un progenitor

comun con un numero bdsico de cromosomas x = 6. Tras su aparicidén, cruzas

Brassica
nigra
n=8
i BB
Brassica Brassica
carinata Jjuncea
n=17 n=18
:," BBCC AABB ‘.‘
AACC L
cc ; AA
Brassica Brassica
................. HapllS Tessssssssssmnnr rapa
n=19 n=10

Figura 1: Triangulo de U, que describe las relaciones filogenéticas entre las
especies cultivadas del género Brassica.
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interespecificas naturales entre ellas, seguidas de duplicacidn espontdnea de cromosomas,
dieron origen a las tres especies anfidiploides: B. napus (AACC 2n = 38), B. juncea (AABB, 2n
=36)y B. carinata (BBCC, 2n = 34). B. napus es un hibrido natural entre B. oleraceay B. rapa
y es también considerado el cultivo mas importante de la familia (Gupta y Pratap, 2007;
Allender y King, 2010; Iniguez-Luy y Federico, 2011, Prakash y otros, 2012).

Brassica rapa es una especie anual, de raiz pivotante, con tallos erguidos y ramificados,
gue pueden alcanzar un metroy medio de alturay a menudo presentan tricomas (Figura 2).

Las hojas basales son cortamente pecioladas, lirado-pinatifidas, dentadas, no persistentes.

Figura 2: Individuo de Brassica rapa en estado de floracion

Las medianas pinatilobuladas, con el I6bulo terminal grande y los Idbulos laterales

pequefios, triangulares y con base dilatada abrazadora. Las hojas superiores son



lanceoladas, enteras y abrazadoras en la base. Los racimos se disponen en los extremos de
las ramas, con las flores superando los pimpollos, alargados durante la fructificacién. B.
napus también es una especie anual, aunque ocasionalmente es bienal, de profunda raiz
pivotante. Los tallos son erectos y ramificados, con la particularidad de ser glabros. Las hojas
basales son lobuladas y pecioladas, las del estrato medio poseen un peciolo breve y las
superiores no poseen peciolo y son abrazadoras. El nivel de abrazamiento de las hojas
superiores es parcial en B. napus, lo cual la diferencia de B. rapa, que presenta un
abrazamiento total. Las flores son amarillas, mas claras y grandes que B. rapa y una vez
abiertas no suelen superar los pimpollos (Pandolfo et al., 2018).

Brassica napus es cultivada en el mundo bajo la forma de colza-canola como oleaginosa,
siendo su aceite el tercero en importancia, luego del de palma y soja. A nivel mundial
durante la campafia 2021/2022 se cosecharon aproximadamente 41.486 mil toneladas,
siendo los principales productores y consumidores, China, Unidn Europea, India y Canada
(USDA). Con respecto a Brassica rapa, su uso es mas diversificado ya que, ademas de la
produccion de aceite, puede emplearse como forrajera, aromatica y medicinal.

En la actualidad, mas del 25 % de la colza empleada en el mundo es genéticamente
modificada (GM) existiendo cultivares con distintas resistencias a herbicidas como glifosato,
glufosinato y bromoxinil. Canadd, Estados Unidos, Australia, Japdn y Chile se mencionan
como los paises que la utilizan (FAOSTAT, 2016; ISAAA, 2016).

El cultivar transgénico con mas difusién es el que incluye la resistencia a glifosato,
puesto que es el herbicida mds usado a nivel mundial. Esta resistencia es conferida
mediante la introduccion de dos genes. El primero, que codifica la expresién en los tejidos
de la proteina CP4 EPSPS (5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintetasa). Esta proteina,
diferente a la sintetizada por la planta, proviene de la bacteria del suelo Agrobacterium
tumefaciens y reduce la afinidad entre el herbicida y el complejo enzima-sustrato, lo que
permite que la enzima EPSPS catalice normalmente las reacciones de sintesis de
aminoacidos aromaticos. El segundo, denominado gen gox, codifica la enzima glifosato
oxidoreductasa es el responsable del proceso de degradacidon del glifosato (Arregui y

Puricelli, 2008; Green, 2009; Feng et al., 2010).
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Ademads, existen cultivares que no son transgénicos pero que poseen resistencia a
herbicidas de la familia de las imidazolinonas, tecnologia denominada Clearfield® (INASE,
2015). Estos cultivares fueron generados mediante cultivo de tejidos que se obtuvieron de
microsporas de variedades de colza canadienses, posteriormente tratadas con mutagénicos
guimicos. A partir de embriones haploides, mediante el uso de colchicina, se obtuvieron
plantas doble haploides (Swanson et al, 1989). Se generaron dos lineas (PM1y PM2), de las
gue derivan todas las variedades de colza resistente a imidazolinonas. PM1 contiene una
mutacién en el coddon 653 (cambio de serina a asparagina), que le confiere resistencia a
imidazolinonas. El factor de resistencia en la linea PM2, asociado a una mutacion puntual
en el coddn 574 (cambio de triptéfano a leucina), es marcadamente mayor y confiere
resistencia a sulfonilureas y otros inhibidores de la enzima AHAS. El nivel de resistencia es
mayor cuando las dos mutaciones de cada alelo se encuentran presentes (Tan et al., 2005;
Krato et al., 2012).

Si bien los cultivos transgénicos suponen una ventaja para las producciones
agropecuarias, en el caso particular de la colza-canola, su uso en nuestro pais esta prohibido
desde 1997 (SAGPyA, 1997). Esto se debe a los altos riesgos de flujo génico que existen
entre las diferentes especies de Brassica que componen el tridngulo de U. Se define como
flujo génico al proceso de incorporacién de genes de una poblacién dentro de otra. Las
plantas voluntarias, las poblaciones ferales y los parientes silvestres sexualmente
compatibles representan vias a partir de las cuales podrian penetrar rasgos presentes en
los cultivos, de modo que estas poblaciones son potenciales reservorios de rasgos
genéticamente modificados (Ellstrand, 2005; Andersson y De Vicente, 2010). En Argentina
la presencia de poblaciones naturales con las cuales podria existir flujo génico entre la colza
transgénica derivo en su prohibicién en 1997. En el caso de B. napus la mayor frecuencia de
polinizacidn del cultivo hacia parientes silvestres se ha observado en B. rapa. En poblaciones
de esta Ultima creciendo afuera del cultivo de colza, las frecuencias de hibridacién
observadas han sido bajas (04-1,5 %), sin embargo, pueden ser mayores (53-93 %) cuando
B. rapa actia como madre y se encuentra aislada como maleza dentro de los cultivos

(FitzJohn et al., 2007; Devos et al., 2008)
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Poblaciones ferales de colza han sido detectadas en regiones del mundo donde el cultivo
tiene gran difusion, incluyendo paises de Europa, Estados Unidos y Canada. Podemos definir
“ferales” a las plantas que derivan de especies cultivadas que se han dedomesticado parcial
o totalmente y que pueden reproducirse por si mismas en contraposicion con un cultivo
(Gressel, 2005). Suelen desarrollarse en habitats ruderales como espacios no cultivados,
margenes de los cultivos, veras de rutas, caminos, zanjas, vias férreas, puertos, instalaciones
de almacenamiento y procesamiento de granos (Squire et al., 2011; Devos et al., 2012). Por
otra parte, la forma silvestre o feral de B. rapa es una maleza altamente invasora de una
gran cantidad de cultivos de invierno, difundiéndose entre sus semillas y rastrojos. También
afecta cultivos de verano, huertas y montes frutales (Parodi, 1964, Marzocca et al., 1979).

En 2012 fueron halladas poblaciones de B. napus con resistencia a glifosato en lotes sin

registro de cultivo de colza-canola (Figura 3), en el sudeste de la provincia de Buenos Aires.

Figura 3: Plantas voluntarias de colza transgénica creciendo dentro de un lote de soja
resistente a glifosato, en el partido de Gonzales Chaves, provincia de Buenos Aires, durante la
primavera de 2012.
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Las plantas constituian malezas de dificil control y presentaban afos de persistencia.
Luego de su evaluacion, se confirmd que los biotipos presentaban resistencia transgénica
al herbicida glifosato (Pandolfo et al., 2014a y b). El origen de estos biotipos es incierto,
podria sugerirse que la colza transgénica habria sido cultivada de forma ilegal o bien
ingresado como contaminante de semilla importada. Por otra parte, la dispersién pudo
deberse al ingreso de maquinaria agricola contratada y al uso de ferrocarril como transporte
de granos. Ademas, en el 2014, se constatd la existencia de poblaciones de B. rapa con
resistencia a glifosato y a herbicidas inhibidores de la AHAS. Se probé también que la
resistencia a glifosato en esta especie era de origen transgénico (Pandolfo, 2015).

La incorporaciéon de genes del cultivo de B. napus en poblaciones silvestres de B. rapa
podria tener un efecto incierto sobre las mismas. El destino de un alelo en una poblacién
dependerd de su efecto sobre a aptitud bioldgica de los individuos que lo adquieren. Existen
tres posibles destinos para un alelo en una poblacion: 1) que no tenga ningun efecto en ese
ambiente ecoldgico (alelo neutro), con lo cual su frecuencia estd sujeta a la deriva génica 'y
podria persistir o perderse, 2) que su efecto sea deletéreo y conduzca a una depresién por
cruzamientos interespecificos, disminuyendo la viabilidad y fertilidad de los hibridos, o 3)
qgue el alelo sea beneficioso y el flujo génico acelere su diseminacion en la poblacion
silvestre (Ellstrand, 2003).

La aptitud bioldgica es una medida relativa de la eficacia reproductiva de un genotipo
cuando se lo compara con otro. Los componentes de la aptitud son la supervivencia y la
fecundidad, que pueden resultar afectadas en distintos momentos del ciclo vital. La
medicién de la aptitud puede hacerse a través de parametros que reflejan la supervivencia
y la fertilidad de los individuos, como dormicién, germinaciéon, medicién de tamafo de
frutos, produccién de polen fértil y semillas. La estimacidn es crucial, ya que, como se
menciond anteriormente, la incorporacion de un gen puede ser deletérea. Por lo general,
las poblaciones silvestres son mas rusticas que los cultivos y sobreviven a las plagas y
enfermedades con diversos mecanismos de defensa, con lo cual la introgresidon de un gen
gue le confiera una caracteristica que a cierto cultivo le permita sobrevivir, puede no ser

tan significativa para supervivencia de la especie silvestre que lo adquirio. Por el contrario,
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puede representar un costo para la planta que lo adquiera debido a efectos pleiotrdpicos
sobre otros caracteres fenotipicos que a su vez afecten la aptitud (Poverene y Ureta, 2004).

En especies como Lolium rigidum, Raphanus raphanistrum L. y Kochia scoparia que
poseian cinco, cuatro y dos mutaciones de resistencia a AHAS, respectivamente no se
observé un impacto significativo en crecimiento y competitividad de la planta. En estos
casos, es probable que los alelos de resistencia permanezcan en la poblacion, incluso sin la
seleccién provocada por el uso de herbicidas, y en algunas ocasiones pueden acumular
multiples mutaciones en la misma planta. Sin embargo, Amaranthus powellii con la
mutacion Trp574Leu AHAS mostré un fuerte efecto pleiotrépico en la morfologia y
anatomia de la planta, lo que resulté en una reduccion significativa en el crecimiento y la
produccion de semillas. Similares efectos pleitropicos se observaron en poblaciones de
Raphanus sativus de Argentina con la misma mutacion (Vercellino et al., 2018)

El analisis y estudio de los diversos pardmetros que influyen en la aptitud bioldgica
permite determinar los efectos sobre la introgresidén de genes en plantas silvestres. El
objetivo del presente trabajo fue caracterizar poblaciones de Brassica rapa resistentes a
herbicidas halladas en Argentina y evaluar si existen diferencias entre poblaciones con el

gen de resistencia y sin el mismo con respecto a la aptitud bioldgica.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

En la primavera del afio 2012 y 2013, se recolectaron silicuas de plantas de dos
poblaciones de Brassica rapa resistentes al glifosato. Ambas crecian en campos de soja
genéticamente modificada con resistencia al herbicida mencionado, en el sudeste de la
provincia de Buenos Aires. Una poblacidn se encontré en Necochea (LDU) y otra en Balcarce
(BAL) (Pandolfo et al, 2018). La primera mostro resistencia a herbicidas inhibidores de las
enzimas AHAS y a glifosato, mientras que BAL sélo a glifosato en algunos individuos
(mostraba segregacion para el caracter de resistencia). Junto a estas uUltimas, también se
encontraron plantas de la especie Brassica napus que también sobrevivieron al glifosato. La
presencia de la proteina CP4 EPSPS en ambas poblaciones se confirmé previamente con el
kit QuickStix para hojas y semillas de canola Roundup Ready (EnviroLogix, Portland, ME,

EE.UU.) (Figura 4) (Pandolfo et al., 2018).

Figura 4: Test inmunolégico positivo para la presencia
del transgén de resistencia a glifosato.
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A partir de estas plantas, se generd una subpoblacién de BAL pura con el transgén de

resistencia a glifosato (BAL-R) mediante la seleccién de plantas resistentes utilizando la

prueba inmunoldgica rapida. La resistencia a ambos herbicidas (glifosato e inhibidores de

las enzimas AHAS) se confirmd en plantas LDU recurriendo a una caracterizacién molecular

como se detalla mas adelante y también a través de un experimento de dosis-respuesta

(Pandolfo et al., 2017). La prueba inmunoldgica, determind que el 86% de las plantas de B.

rapa LDU y el 70% de BAL presentaron respuesta positiva, confirmando que poseian la

enzima CP4 EPSPS de Agrobacterium tumefaciens (Pandolfo et al., 2017). Como control

susceptible (SUS) se utilizaron poblaciones de B. rapa de Necochea (NEC), San Carlos de

Bariloche (SCB), Entre Rios (ERI) y Benito Judrez (JUA) (Tabla 1). Estas cuatro se obtuvieron

de un amplio rango de condiciones ambientales para reducir el efecto de fondo genético.

Tabla 1. Poblaciones de Brassica rapa utilizadas en el ensayo de fitness, durante los afios 2018 y 2019.

Accesion

Ano de

colecta

Caracteristicas del sitio de colecta

18

La Dulce LDU
Balcarce BAL
Necochea NEC

Juarez JUA

San Carlos de
SCB
Bariloche

Entre Rios ERI

La Dulce, Argentina

Balcarce, Argentina

Necochea, Argentina

Benito Judrez,

Argentina

Bariloche, Argentina

Concepcién del

Uruguay, Argentina

Caracterizacion molecular

2016

2013

2009

2009

2017

2011

En campo agricola. Resistencia transgénica a

glifosato y a herbicidas AHAS.

En campo agricola. Resistencia transgénica a

glifosato.

Ruta 228

Campo natural, ruta 74

Orillas del lago Nahuel Huapi

Ruta 14

Para confirmar la presencia del transgén que confiere resistencia al glifosato, y a la

mutacidn que le confiere resistencia a las AHAS en las poblaciones BALy LDU, se realizdé una
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caracterizacién molecular. Se aislé ADN de hojas jovenes liofilizadas de plantas resistentes
LDU y BAL (n = 40) y de plantas susceptibles (n = 20) utilizando el método CTAB (Doyle y
Doyle, 1987). Las pruebas PCR se realizaron con muestras de ADN utilizando cebadores
especificos para transgén CT73, realizado por Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
(2004) y para mutacién Trp-574-Leu (Hu et al., 2017).

La presencia del transgén se evalud en las poblaciones de LDU y BAL, utilizando
cebadores especificos (RT73), para el gen CP4 EPSPS, segun el protocolo descripto por
Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences (2004) y Mazzara et al. (2007). La reaccién en
cadena de la polimerasa se llevd a cabo con un ciclador BioRed (My cycler TM Thermal
Cycler). La solucion contenia un volumen final de 20 uL, que estaban compuestos de 30 ng
de ADN, 1 X buffer de PCR (Gibco), MgCl 0.05 nM de cada dNTP, cebadores (Fy R, 10 pM de
cada uno) y 1 U Taq polimerasa. Las condiciones de amplificacion comenzaron con
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos compuestos por 30
segundos a 94°C, 45 segundos a 54°C y un minuto a 72°C, con una elongacién final a 72°C
durante 20 minutos. Los productos amplificados mediante PCR fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiida con bromuro de etidio.

Para confirmar la presencia de la mutacidon PM2, se evalué una muestra aleatoria (n=16)
de individuos LDU. Para este ensayo molecular, se usaron marcadores CAPS desarrollados
por Hu et al. (2017). En la PCR se llegd a un volumen final de 20 L, utilizando el cebador
BsrDl, y conteniendo las mismas proporciones que para el estudio anterior. En cuanto a los
ciclos de la PCR, se inicié con la desnaturalizacién a 95°C durante 5 minutos, seguido de 35
ciclos compuestos de 94°C por 30 segundos, hibridacién a 56°C durante 45 segundosy 72°C
por 1 minuto. También una elongacién final a 72°C durante 20 minutos. Finalmente, la
digestién con enzimas de restriccion se llevd a cabo con un volumen final de 25 plL,
conteniendo 8 plL de producto de PCR, 0.5 uL de enzima BsrDI (Catdlogo: R0O574S, New
England Biolabs Inc.) y 2.5 de 10 x buffer NEB 2.1. Las reacciones se incubaron durante 1
hora a 65°C y los productos de la digestion se corrieron en geles de agarosa al 2% a 60 V

durante una horay se tifieron con bromuro de etidio.
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Ensayo de fitness

Para determinar si existe un costo adaptativo vinculado a los genes de resistencia en
poblaciones de B. rapa, se realizé un ensayo en el cual se cuantificaron los componentes
del rendimiento de poblaciones resistentes (R) y susceptibles (S), comparando dos
poblaciones resistentes: BAL (R1, resistente a glifosato) y LDU (R2, resistente a glifosato e
imidazolinonas) con individuos de cuatro poblaciones susceptibles procedentes de distintos
lugares del pais (ERI, JUA, NEC y SCB) (Tabla 1). El ensayo se efectué en un jardin comun
ubicado en el Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca,

Argentina (S 38°41’ 38", W 62° 14’ 53") (Figura 5).

Figura 5: Tareas de labranza en el jardin comun (Departamento de Agronomia, 2018)

Las semillas de cada poblacién fueron sembradas en bandejas de pldsticoy se cultivaron
en invernadero en condiciones controladas (20 + 5°C), con una frecuencia de riego de dos
veces por diay siendo fertilizadas con fertilizante liquido (Chase LI, grado 5-3-3). Al alcanzar
el periodo de 3-4 hojas, las plantulas de cada poblacién fueron trasplantadas al campo
experimental. A partir de alli fueron regadas por goteo y fertilizadas con urea para un
6ptimo desarrollo y crecimiento. El experimento se llevé a cabo en dos temporadas de
crecimiento, una entre septiembre de 2018 y enero de 2019, mostrando como se

comportarian las plantas en una fecha tardia (primavera) y la otra en una fecha temprana
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(invierno) entre junio y noviembre de 2019. De esta manera, se logrd simular dos cohortes
en el agroecosistema.

Se compard la poblacion BAL (R1), con solo el transgén de resistencia a glifosato, y la
poblacion LDU (R2), con resistencia a glifosato y AHAS, con cuatro poblaciones susceptibles
utilizadas como control (S). Las plantas de cada poblacion se colocaron en bloques, cada
uno conformado por seis unidades experimentales (UE) (Figura 6). Las UE estaban
comprendidas por cuatro hileras espaciadas a 1 metro, con 7 plantas por hilera a intervalos
de 0.3 metros (n = 28). El disefio experimental fue en bloques completos al azar con cuatro

repeticiones.

Figura 6: Ensayo de fitness de Brassica rapa en estado de floracién, durante la primavera de 2019.

Durante el periodo de floracion se evalud la viabilidad del polen mediante tincién

diferencial (Alexander, 1980). Se recolectaron tres flores por planta de al menos tres plantas
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por bloque, de cada una de las poblaciones evaluadas. Las flores en antesis se sacudieron
sobre un portaobjetos limpio para recolectar polen fresco, se afiadié una gota de tincién y
se contaron al menos 300 granos de polen en cada portaobjetos.

Al final de la temporada de crecimiento se midio altura de las plantas y el nimero de
ramas y silicuas por inflorescencia principal en cinco plantas del centro de la parcela de cada
UE antes de la cosecha. En el laboratorio, se midié la longitud y el nimero de semillas por

silicuas en diez silicuas por planta (Figura 7). Luego, se peso la semilla total de cada planta

Figura 7: Determinacidon en laboratorio de longitud de
silicuas, numero de semillas por silicua, peso total de las
semillas de la planta
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para obtener el rendimiento por planta. Los datos de las cinco plantas por unidad

experimental se promediaron para el analisis estadistico.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de la varianza (ANOVA)
utilizando el software INFOSTAT. Se consideraron como efectos la temporada de
crecimiento (primavera o invierno), el biotipo (S, R1 y R2) y bloque dentro de la temporada
de crecimiento, poblacion (BAL, LDU, ERI, SCB, JUA y NEC) dentro del biotipo y la interaccién
entre temporada de crecimiento y biotipo. Las medias se compararon mediante el test de
Tukey.

Las diferencias en la viabilidad del polen se evaluaron con Analisis de la Varianza

(ANOVA) utilizado el programa Infostat (2015).
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RESULTADOS

Caracterizacion molecular

La mutacion del transgén GT73 se confirmé en las plantas de la subpoblacién BAL-R que
se utilizaron en el ensayo de aptitud bioldgica. Ademas, se confirmd que el 87.5% de los
individuos LDU tenian la mutacién del transgén GT73. Estas plantas amplificaron el
fragmento correspondiente a 108 pb que le confiere la resistencia a glifosato, mientras que
en las poblaciones susceptibles utilizadas como control (ERI, SCB, JUA, NEC) el fragmento

estaba ausente (Figura 8).

4= 108 pb

JUA. JUA SCB SCB ERI ERI LDU DU NEC NEC BAL

Figura 8: Identificacion de poblaciones con resistencia transgénica a glifosato con primer RT73.

El analisis molecular de la poblacion LDU usando marcadores CAPS confirmé la
presencia de la mutacion Trp-574-Leu en la enzima AHAS. El 93% de las plantas analizadas
presentd un patron de bandas esperado para la mutacién que confiere la resistencia a los
herbicidas inhibidores de la enzima AHAS. Estas plantas amplificaron un fragmento de 766
pb, correspondiente al segmento no digerido esperado con un cambio de sdélo un nucledtido
en la secuencia de ADN. Por otro lado, las plantas control amplificaron dos fragmentos de

570 pb y 196 pb producidos por la escisidn en el sitio de restriccion (Figura 9).



29

Aptitud bioldgica de nabo silvestre con resistencia a herbicidas | Natalia Suarez

w= 570 pb

= 196 pb

Figura 9: Identificacion de individuos con resistencia a herbicidas AHAS. Digestién con enzima BsrDI.

Ensayo de fitness

Se analizaron los datos de los ensayos de aptitud biolégica en 2018 y 2019 en conjunto
y se encontraron diferencias significativas entre poblaciones para todos los caracteres
medidos, excepto para el nimero de semillas por silicuas (Tabla 2). Ademas, para los
caracteres altura de planta, nimero de silicuas y niumero de semillas por silicua, se
encontraron interacciones entre las poblaciones y los afos, por lo que debieron analizarse
por separado (Tabla 3). En el resto de los casos (nimero de ramas, largo de silicuas y
rendimiento por planta), no se encontraron interacciones, por lo que para su expresion

grafica los datos fueron promediados.



Tabla 2. Tabla de ANOVA para los caracteres de aptitud biolégica medidos en poblaciones de Brassica rapa resistentes y susceptibles
a herbicidas, durante dos anos.

Altura Numero de ramas | Numero de silicuas Largo de silicua Numero d.e. semillas | - Rendimiento por
por silicua planta
Efecto F P F P F P F P F P F P
Poblacion 12,57 | <0,0001 2,54 0,0292 8,84 <0,0001 4,51 0,0006 1,81 0,1109 7,27 <0,0001
Afio 2,47 0,1174 0,13 0,7191 28,03 | <0,0001 | 22,14 | <0,0001 | 24,96 | <0,0001 0,15 0,6994
Blogue>Afio 0,20 0,9406 0,46 0,7681 0,71 0,5842 0,48 0,7479 1,08 0,3646 0,29 0,8836
Ao x Poblacién| 5,66 0,0001 0,93 0,4607 2,90 0,0145 1,49 0,1927 7,28 <0,0001 1,31 0,1982

Tabla 3. Caracteres fenotipicos (media * error estandar) de poblaciones de Brassica rapa resistentes (R) y susceptibles (S), medidos en
dos experimentos durante dos estaciones de crecimiento (primavera 2018 e invierno 2019). Las poblaciones fueron ordenadas de la
mas cercana a la mas alejada al sitio donde se realizé el ensayo (Bahia Blanca).

Numero de Productividad
Afio | Poblacion | Condicién Altura Numero de ramas | Numero de silicuas | Largo de silicua semillas por
silicua por planta
JUA S 74,42 +£2,96 a 8,35+0,66 a 23,35+ 1,76 a 3,64+0,10a 22,02+1,34ab 3,61+0,58a
NEC S 61,76 £1,90b 11,45+2,85a 20,15+ 1,46 ab 3,56 +0,11ab | 22,00+£0,81 ab 3,44+0,61a
2018 LDU R 57,90+2,86b 6,45+t0,49 a 17,30 £ 2,02 ac 3,21+0,13 bc 17,48+1,26 b 3,08 +£0,92 ab
BAL R 46,24 £ 1,89 ¢ 6,24 £0,48 a 14,81+ 1,07 bc 3,65+x0,15a 22,54+1,45a 1,63+0,39b
ERI S 4592 +1,63 ¢ 531+0,40a 15,19+ 1,45 bc 3,25+0,07ac | 18,52+0,87 ab 1,73£0,43b
SCB S 52,93 £3,48 bc 7,07 £0,68 a 1193+1,54 ¢ 2,99+0,13 ¢ 22,14+1,82 a 1,15+0,51b
JUA S 67,60+ 2,62 ab 8,50+ 0,50 ab 29,25+ 2,25 ab 4,37 +0,15a 16,03+0,93 b 3,56+0,53 ac
NEC S 69,30+ 2,95 ab 7,95 +0,59 ac 33,60+ 3,42 ab 4,28+0,12 a 16,04+ 1,03 b 593+1,06a
5019 LDU R 73,62+2,85a 6,80 +0,50 ac 34,75+2,99 a 4,31+0,11a 21,23+0,56a | 4,91+0,66 ab
BAL R 51,78+ 1,78 ¢ 6,25+ 0,68 bc 22,00+ 2,37 bc 4,43 +0,11a 16,93+0,62 b 2,28 +0,41 bc
ERI S 60,50 £ 2,43 bc 6,20£0,46 ¢ 32,10+ 2,94 ab 4,04 £0,11a 15,46+0,88 b 3,60+ 0,56 ac
SCB S 64,13+ 3,02 ab 8,67t0,73a 16,87+3,15¢ 4,15+0,22 a 18,20+ 1,98 ab 1,54+0,46 ¢

Letras distintas expresan diferencias significativas para cada variable, dentro de cada afio, segun el test de Tukey (p<0,05).
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Conrespecto al pardmetro altura de planta en el 2018, si bien se observaron diferencias
entre las poblaciones, las mismas no se pudieron asociar a los biotipos resistentes o
susceptibles (Figura 10 a). El biotipo resistente (BAL) fue semejante a dos de los susceptibles
(ERI'y SCB). A su vez, el otro biotipo resistente (LDU) fue similar a dos de los cuatro biotipos

susceptibles.

Altura de la planta (2018) (a)
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Figura 10: Altura promedio de planta (cm) de dos poblaciones de Brassica rapa resistentes a
herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA); En dos campanias (a) 2018 y (b) 2019
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En 2019, se volvid a observar que BALy ERI no presentaron diferencias significativas.

Ademds, LDU fue similar a tres poblaciones susceptibles (SCB, JUA y NEC) (Figura 10 b).

En cuanto al nimero de ramas por planta, al no haber interaccidén se promediaron los
datos de las dos campafias 2018 y 2019 y se comprobd que no existieron diferencias entre
los biotipos susceptibles y resistentes a herbicidas (Figura 11). Sélo se hallaron diferencias

entre dos de las poblaciones susceptibles (ERI y NEC)

Numero de ramas por planta

[EnY
N
@

10 AB AB

=
- ) AB AB
T I
v 6 { ‘
©
e
(0]
E 4
3
2

2

0

ERI BAL LDU SCB JUA NEC
POBLACION

Figura 11: Numero promedio de ramas por planta de dos poblaciones de Brassica rapa resistentes a
herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA) medidas en dos ensayos de fithess en
los afos 2018 y 2019.

Luego, en el andlisis del nimero de silicuas por inflorescencia para 2018, se observé que
la poblacién BAL, resistente a glifosato, fue semejante a dos poblaciones susceptibles (ERI
y SCB). Ademas, LDU, con doble resistencia a herbicidas, fue similar a tres de las cuatro
poblaciones susceptibles, NEC y JUA, y ERI (Figura 12 a).

Para el 2019, se evidencié que no existian diferencias entre BAL y ninguna de las
poblaciones susceptibles. Asimismo, LDU resultd similar a tres poblaciones susceptibles

(JUA, ERI y NEC) (Figura 12 b).
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Numero de silicuas por inflorescencia (2018) (a)

C
BC
AB AC
AB T
A T
NEC JUA

SCB BAL ERI LDU
POBLACION

Numero de silicuas por inflorescencia (2019) (b)

BC

AB

A [
BAL JUA ERI NEC

SCB

LDU
POBLACION

Figura 12: Nimero promedio de silicuas por inflorescencia de dos poblaciones de Brassica rapa
resistentes a herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA); medidas en dos

campaiias, (a) 2018 y (b) 2019.

En el caso de largo de silicuas, al no haber interaccidon entre el afio y el biotipo, se

promediaron los datos de los afios y se observdé que LDU no presentd diferencias

significativas con ninguna de las poblaciones susceptibles mientras que BAL tuvo el mismo

largo de silicua que NEC y JUA (Figura 13).
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Largo de la silicua
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Figura 13: Largo de silicua promedio (en centimetros) de dos poblaciones de Brassica rapa resistentes
a herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA); medidas en dos ensayos de fitness en
los afios 2018 y 2019.

Cuando consideramos numero de semillas por silicua para el afio 2018, no se
encontraron diferencias entre LDU y tres poblaciones susceptibles (ERI, JUA y NEC).
Ademads, BAL fue semejante a todas las poblaciones susceptibles tanto para la campafia de
2018 como 2019. Por su parte LDU fue semejante Unicamente a SCB en 2019 (Figural4ay
b).
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Figura 14: Numero promedio de semillas por silicua de dos poblaciones de Brassica rapa resistentes a
herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA); medidas en dos campaiias (a) 2018y
(b) 2019.

Finalmente, cuando analizamos los datos de peso de semillas por planta pudimos inferir
gue, si bien existieron diferencias entre las poblaciones, el biotipo resistente BAL no se
diferencid de los susceptibles SCB, ERI Y JUA. Por su parte, el otro biotipo resistente LDU
fue semejante a NEC, JUA y ERI (Figura 15).
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Peso de semillas por planta
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Figura 15: Peso promedio de semillas por planta (en gramos) de dos poblaciones de Brassica rapa
resistentes a herbicidas (BAL y LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA); medidas en dos ensayos
de fitness en los afios 2018 y 2019.

Viabilidad del polen

Conrespecto a la viabilidad de polen, oscilé entre 92% y 96% de granos de polen viables,
mostrando que no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad del polen entre

las biotipos susceptibles y resistentes (Figura 17).
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Figura 16: Viabilidad del polen (%) de dos poblaciones de Brassica rapa resistentes a herbicidas (BAL y
LDU), y cuatro susceptibles (ERI, SCB, NEC y JUA) promediado entre los aiios 2018 y 2019.
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Figura 17: Flores de B rapa con anteras cargadas de polen (izquierda). Granulos de polen sometidos a tincién
Alexander en el microscopio. Los granulos fértiles son de color rojo y los infértiles de color verde (derecha)
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DISCUSION

Una forma de estimar el costo en la aptitud bioldgica debido a la adquisicidon de genes
del cultivo como la resistencia a herbicidas es evaluar poblaciones con el mismo fondo
genético, excepto por el gen o los genes que otorgan la resistencia. En el caso del presente
ensayo se compararon dos tipos de resistencias donde, tanto la poblacién BAL como LDU,
poseian el transgén GT73 que le conferia la resistencia a glifosato, pero, ademas, LDU poseia
la mutacién Trp-574-Leu que le conferia resistencia a herbicidas del grupo de las
imidazolinonas. El porcentaje elevado de individuos resistentes dentro de las poblaciones
de BAL y LDU impidié la utilizacién de individuos susceptibles de dichas poblaciones no
pudiéndose efectuar la comparacion de poblaciones con el mismo fondo genético. Por este
motivo se buscaron poblaciones susceptibles de todo el pais, para poder aumentar la
variabilidad al maximo posible y disminuir el error (Vila-Aiub, 2015). Como consecuencia, se
observaron diferencias marcadas entre las distintas poblaciones. Por ejemplo, en el caracter
“peso de semillas por planta”, se pudo identificar una gran variabilidad entre las distintas
zonas de origen de B. rapa. Podriamos inferir que, en lineas generales, mientras mas alejada
se encuentre la zona de origen con respecto al partido de Bahia Blanca, donde se realiz6 el
ensayo, se observaron valores menores en los componentes asociados al rendimiento en
estas poblaciones. Estas diferencias no tendrian que ver con los costos de fitness, sino con
una no adaptacion a la zona donde se realizé el jardin comun (Bahia Blanca).

Ademads, en el caso de BAL (R) se observaron, en general, bajos valores en los
componentes de rendimiento. Esto podria explicarse si consideramos que podria tratarse
de una cruza reciente entre Brassica rapa y B. napus (Pandolfo et al., 2018). En el lugar
donde se encontré esta poblacién también se encontraron individuos de colza feral,
observandose ademas segregacion en el cardcter de resistencia, por lo que este caracter no
estaria completamente introgresado. Entonces, el menor rendimiento en esta poblacidn
podria deberse no a la presencia del transgén, sino a que es una cruza reciente y por lo
tanto estaria experimentando deficiencias debido a la cruza interespecifica.

Por otra parte, es importante destacar que el calculo del nimero de semillas producidas

por un individuo solo estima la capacidad reproductiva femenina, cuando, de hecho, el
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numero de copias de un alelo de resistencia que se transmiten a la siguiente generacién es
la suma de los valores reproductivos masculinos y femeninos (Vila-Aiub, 2009). Por tal
motivo, también se buscd medir caracteres reproductivos masculinos como es el caso de
viabilidad en el polen (Delph et al., 1998; Song et al., 2002). Contrariamente a lo propuesto
por Warwick et. al. en 2003 sobre la fertilidad del polen en hibridos entre colza y nabo, las
poblaciones evaluadas en este estudio presentaron altos valores de fertilidad del polen
tanto en individuos susceptibles como resistentes a herbicidas. La presencia del transgén
en poblaciones naturales de B. rapa es el resultado de la hibridacion entre cultivares de
colza transgénica o de poblaciones silvestres con poblaciones salvajes de B. rapa, los altos
niveles de fertilidad de polen, indican que estas poblaciones deben ser generaciones
avanzadas y no hibridos F1.

En los cultivos transgénicos que son comercializados, se espera que cualquier costo de
resistencia a herbicidas sea minimo debido a los incentivos econdmicos para desarrollar
variedades resistentes y/o tolerantes a herbicidas de alto rendimiento. Los fitomejoradores
seleccionan las lineas transgénicas de mayor rendimiento antes de la comercializacién, de
modo que rara vez haya interacciones en el rendimiento asociadas con el rasgo insertado
(Snow, 1999).

Por lo tanto, a priori, se esperaria que los costos incurridos en las malezas emparentadas
gue adquieren los transgenes de resistencia a los herbicidas sean indetectables (Snow,
1999). Sin embargo, la resistencia a herbicidas puede tener un costo adaptativo, al cual
podemos definir como la reduccion de la aptitud de una planta en un ambiente libre de
herbicidas causada por los efectos pleiotrdpicos negativos de los alelos de resistencia en
uno o varios componentes de la aptitud (Vila-Aiub, 2015). En el presente ensayo, no se
encontraron diferencias significativas entre biotipos susceptibles y resistentes para ninguno
de los caracteres asociados a la aptitud bioldgica. Esto significa que la presencia del gen de
resistencia, no determind una modificacién en la productividad de Brassica rapa.

La ausencia de costos de aptitud en poblaciones con genes de resistencia, sumado a la
presion de seleccion por el uso intensivo de herbicidas, promovié su dispersion en el paisaje.

Estas plantas se trasladaron a ambientes con menor intervencién humana y presion de
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herbicidas (Pandolfo et al., 2018). Esta propagacién implica una consecuencia negativa
para el manejo de los campos cultivados en la provincia de Buenos Aires, puesto que esta
comprobada su presencia en mas del 10% de los lotes agricolas de la region (AAPRESID,
2019). Esto conlleva consecuencias no solo de indole social-econdmico, sino también
ambientales. En tal sentido, identificar las caracteristicas de Brassica rapa nos permitira
desarrollar estrategias eficientes para su control, tales como empleo de cultivos de
cobertura, rotacion de cultivos y controles quimicos planificados como la estrategia del
“doble golpe”.

Aunque ninguna actividad productiva estd exenta de erogaciones, conociendo su
comportamiento, desarrollo y caracteristicas evolutivas nos permitird actuar en
consecuencia de las mismas, para reducir al minimo los riesgos de impacto negativos tanto

para la humanidad como para el ambiente.
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CONCLUSIONES

Se confirmé la presencia del transgén GT73 en las plantas de la poblacién BAL y LDU.
El andlisis molecular de la poblacién LDU usando marcadores CAPS confirmé la
presencia de la mutacién Trp-574-Leu en la enzima AHAS.

La fertilidad del polen no se vio disminuida pese a tratarse de un hibrido entre
Brassica napus y Brassica rapa, sugiriendo que las poblaciones representan
generaciones avanzadas de la cruza.

No se detectaron diferencias en costo de aptitud bioldgica entre biotipos resistentes
y sensibles a herbicidas en B. rapa.

Las diferencias en los rendimientos entre poblaciones encontrados pueden
atribuirse a las distintas zonas de origen, que se acentuaron conforme nos

distanciamos del lugar del ensayo.
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