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Resumen

Las malezas son adversidades bibticas que causan pérdida de productividad en
los cultivos y en la calidad de los granos. Estas surgen a partir de poblaciones silvestres,
de de-domesticacién de plantas cultivadas (endoferalidad) o por la hibridacién cultivo-
silvestre (exoferalidad). El género Raphanus comprende dos especies: R. sativus L.
(formas cultivadas) y R. raphanistrum L. (formas silvestres), que pueden hibridar entre
si. Las poblaciones espontaneas de R. sativus (nabon), clasificadas como formas ferales
derivadas del biotipo domesticado, son una maleza importante en las regiones
templadas de Sudamérica, incluyendo Argentina. Sin embargo, no existe informacion
sobre la diversidad fenotipica y la variabilidad y estructura genética de las poblaciones
de nabdn en Argentina. En este estudio, se realizd una caracterizacion de la variabilidad
fenotipica y estructura genética de 16 poblaciones argentinas de nabdn, agrupadas en
cuatro zonas geograficas, y cultivares de R. sativus, utilizados como horticola y cultivo
de servicio. Se evalud la supervivencia de las plantas, dias a floracion, altura de la
planta, numero de ramas, numero de frutos, dureza de frutos y dormicién de las semillas
dentro de los frutos en dos ciclos de crecimiento (invierno y primavera).
Complementariamente, se realizé genotipificado por secuenciacion de los biotipos
argentinos de nabon, comparandolos con cultivares horticolas y de servicio. En general,
las poblaciones malezas no se diferenciaron sustancialmente entre si, y se diferenciaron
de los cultivos, especialmente los de origen horticola. Similarmente, la estructura
geneética, mantuvo dos grupos: malezas y cultivos, observado en los tres analisis
realizados: Fst, Fast-STRUCTURE y PCA. En Fst las malezas mostraron similitud entre
ellas, con valores menores de 0,14, y mayores a 0,24 cuando se compararon con los
cultivares, demostrando mayor lejania genética. Los analisis de Fast-STRUCTURE y
PCA también mostraron a las malezas separadas de los cultivos. Estos resultados
sugieren que las poblaciones de malezas podrian tener un origen comun, y que el
proceso de feralidad ocurrié previo al ingreso a nuestro pais. Futuros estudios
incluyendo mayor numero de poblaciones maleza y cultivos de diferentes regiones
deberan realizarse para confirmar el origen de nuestras poblaciones. Este es el primer

estudio que evalula la variabilidad genética de las poblaciones de nabdn en Argentina.



Introduccion

Las malezas -plantas adaptadas a los ambientes agricolas que compiten con los
cultivos por luz, agua y nutrientes- son producto de la seleccion involuntaria de la
humanidad durante el proceso de domesticacion y mejora de los cultivos. Causan
pérdidas globales de rendimiento cercanas al 34%, superiores a las ocasionadas por
insectos y patdégenos (Oerke, 2006). La mayoria de las malezas evolucionaron a partir
de especies silvestres; sin embargo, algunas descienden directamente de las plantas
cultivadas por de-domesticacion (endoferalidad; e.g.: arroz, centeno) y/o derivan de la
hibridacion entre una especie silvestre y cultivos emparentados (exoferalidad; e.g.:
colza, girasol) (Ellstrand et al., 2010, 2013; Vercellino et al., 2023a). Las malezas
estrechamente vinculadas con las especies cultivadas representan una gran amenaza
para la produccion agricola sostenible, y comprender como surgen y evolucionan es
esencial para desarrollar estrategias de manejo mas sustentables a largo plazo
(Ellstrand et al., 2010; Vigueira et al., 2013).

Un rasgo clave para la adaptacion de las malezas al ambiente agricola es la
dormicion de las semillas (Batlla et al., 2020). El momento de germinacién y emergencia
puede determinar el éxito o fracaso de una especie en un agroecosistema (Batlla et al.,
2020). En las especies anuales, el patron de emergencia esta regulado principalmente
por el nivel de dormicion de las semillas, que esta modulado por las condiciones
ambientales (e.g., temperatura, luz/oscuridad) y los aspectos fisioldgicos de las semillas
y/o sus coberturas (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). Ademas, las condiciones
ambientales durante el desarrollo y la maduracién de las semillas en la planta madre
(e.g., temperatura, fotoperiodo) pueden tener efectos marcados, alterando no solo la
aptitud reproductiva, sino también el nivel de dormicién de las semillas (Finch-savage &
Footitt, 2017; Fernandez Farnocchia et al., 2021). Debido a que las malezas suelen ser
mas vulnerables para su control en estadios de plantula (Batlla & Benech-Arnold, 2007),
el conocimiento de la dinamica de dormicion y las interacciones ambientales que afectan
estos procesos a través de las generaciones resulta sumamente util cuando se desean
disefar estrategias efectivas de manejo de malezas a largo plazo mas amigables con el

ambiente.

El complejo Raphanus (familia Brassicaceae) surgié recientemente como
sistema modelo para estudiar la evolucién adaptativa de malezas a los ambientes
agricolas y, a su vez, para evaluar las consecuencias ecoldgicas y evolutivas del flujo
de genes cultivo-maleza (Snow et al., 2001; Campbell et al., 2006; Hegde et al., 2006).
El género Raphanus comprende dos especies: R. sativus L. que engloba todas las

formas botanicas cultivadas, y R. raphanistrum L. que crece en forma natural y es una
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maleza problematica en diversas regiones del mundo (Snow & Campbell, 2005). Ambas
especies presentan un ciclo anual u ocasionalmente bienal, son diploides, con nueve
pares de cromosomas, autoincompatibles, polinizadas por insectos y pueden hibridar
facilmente entre si (Snow & Campbell, 2005; Pandolfo et al., 2018).

R. sativus (rdbano o rabanito), es un cultivo antiguo, globalmente distribuido bajo
una amplia diversidad agroecoldgica, con alta variabilidad morfolégica y multiples usos.
Se utiliza especialmente para consumo humano de sus raices engrosadas (Snow &
Campbell, 2005; Arro & Labate, 2022), como forrajera y cultivo de servicio (Dean & Well,
2009; Bertolotto & Marzetti, 2017). Si bien el origen del cultivo no ha sido dilucidado por
completo, investigaciones recientes indican que fue domesticado independientemente
en Europa y Asia (Li et al., 2021). Aunque R. sativus no se conoce en su forma silvestre,
en diversas partes del mundo ha desarrollado biotipos invasores, que forman
poblaciones extendidas vulgarmente conocidas como ‘nabén’ (Snow & Campbell, 2005;
Pandolfo et al., 2018). Se considera que las poblaciones de nabdén corresponden a
formas endo o exoferales derivadas del biotipo domesticado (Snow & Campbell, 2005;
Vercellino et al., 2023a). En amplios sectores del mundo la especie ha adquirido el
estado de maleza, especialmente en las zonas templadas de Sudamérica como Brasil,
Paraguay, Chile y Argentina (Snow & Campbell, 2005; Pandolfo et al., 2018; Vercellino
et al., 2023a). También es considerada una maleza en Estados Unidos donde su
capacidad invasora es atribuida a la introgresién con la especie silvestre R. raphanistrum
(Hegde et al., 2006; Elistrand et al., 2010), un invasor exitoso que ha ingresado a ranking

de las peores malezas del mundo (Snow & Campbell, 2005; Kebaso et al., 2020).

La unidad o estructura de dispersidon de las especies del género Raphanus es
una silicua seca indehiscente pluriseminada (Snow & Campbell, 2005). En R.
raphanistrum, las semillas asiladas recién cosechadas mostraron altos nivel de
dormicién (Malik et al., 2010), mientras que las de R. sativus no mostraron dormicién
primaria, aunque presentaron requerimientos de oscuridad para germinar,
especialmente a bajas temperaturas (Vercellino et al., 2019). Ademas, el pericarpio
muestra restriccidn mecanica a la expansion del embrion o a la absorcion total de agua,
que reduce la germinacién y retrasa y dispersa la emergencia (Cousens et al., 2010;
Vercellino et al., 2019, 2021, 2024b). Sin embargo, se desconoce si las condiciones de
maduracioén de las semillas/silicuas en la planta madre tienen efecto sobre el nivel de

dormicion y germinacion de las semillas.

En Argentina, R. sativus se cultiva como horticola, forrajera y cultivo de servicio.
Debido a la ausencia de programas de mejoramiento, los cultivares de R. sativus

sembrados en nuestro pais provienen de diferentes partes del mundo (INASE, 2024). El



naboén es reconocido como maleza frecuente y problematica desde principios de 1900
(Ibarra, 1937), y se encuentra naturalizada en al menos 20 provincias (Pandolfo et al.,
2018). Desde 2008, se han descubierto un gran nimero de poblaciones con resistencia
a herbicidas inhibidores de la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) en al menos
cuatro provincias (Pandolfo et al., 2016; Vercellino et al., 2018; AAPRESID, 2024). Tiene
ciclo otofio-inverno-primaveral, aunque si las condiciones son benignas, suele
desarrollar un ciclo primavera-estival. Crece principalmente en ambientes disturbados,
como margenes de caminos, borde de los alambrados y en suelos agricolas. Es una
maleza habitual en cultivos de cereales, oleaginosas y algunos cultivos forrajeros y
horticolas (Pandolfo et al., 2018; Vercellino et al., 2018). Sin embargo, se desconoce la

variabilidad fenotipica y estructura genética de las poblaciones de nabén

La caracterizacion fenotipica y molecular es una herramienta clave para
identificar los diversos biotipos, conocer la variabilidad presente en una region/pais y
poder inferir su origen. Algunos rasgos morfolégicos han sido ampliamente utilizados
para diferenciar entre especies de Raphanus e identificar biotipos hibridos (Snow et al.,
2010; Liu & Darmency, 2019). R. sativus tiene raiz engrosada, flores con pétalos blancos
avioleta o rosa, frutos indehiscentes, globosos y corchosos, fragiles y sin constricciones,
que quedan adheridos a la planta madre luego de la madurez. En cambio, R.
raphanistrum posee flores con pétalos amarillos, frutos delgados, duros, dificiles de
romper, que se desprenden de la planta madre a la madurez. Ademas, el fruto tiene
constricciones que separan al mismo en fragmentos, cada uno de una semilla (Snow &
Campbell, 2005; Pandolfo et al., 2018). Por ejemplo, las poblaciones hibridas de
Estados Unidos, ampliamente conocidas como ‘California wild radish’, presentan rasgos
de R. sativus y algunos rasgos ocasionales de R. raphanistrum (e.g., pétalos de color
amarillo) (Hegde et al., 2006; Snow et al., 2010). A su vez, y debido a la obtencion de
genomas de referencia de Raphanus (Mitsui et al., 2015; Zhang et al., 2021; Huh et al.,
2024), las estructuras genéticas pueden ser explicitamente examinadas utilizando

marcadores moleculares SNPs.

Conocer el origen y evolucion de las poblaciones de nabdn son necesarios para
entender la variabilidad y el comportamiento de éstas a lo largo del territorio de nuestro
pais. La informacién adquirida en este proyecto pretende generar conocimiento sobre el
origen de dichas malezas, y de esa manera acercarnos al mismo para empezar a

comprender la performance durante su ciclo de crecimiento.



Hipdtesis

Hipdtesis 1: Las poblaciones de nabon tienen similar variabilidad y estructura
genética asociada a haber sufrido procesos de cuello de botella subsecuentes:
domesticaciéon, de-domesticacion e introduccion en América. Esto puede ser dilucidado
mediante una caracterizacion fenotipica y molecular de los biotipos colectados, ademas

de la comparacién con cultivares horticolas y de servicio.

Hipodtesis 2: El ambiente de crecimiento y maduracion afecta la fenologia,

produccion y dormicion de las de semillas de R. sativus.

Objetivos

Objetivo 1: Estudiar la variabilidad fenotipica de los biotipos de nabdn colectados
en diferentes regiones de Argentina. Se mediran caracteres morfoldgicos, fenoldgicos,

reproductivos y dormicion de las semillas.

Objetivo 2: Estudiar la estructura genética de las poblaciones de nabdn
colectadas en diferentes regiones de Argentina, comparandolas con materiales
cultivados de diversos origenes utilizados como horticolas y cultivo de cobertura

mediante genotipificado por secuenciacion (GBS).

Objetivo 3: Evaluar el efecto del ambiente sobre caracteres morfo-fenolégicos y

la produccion y dormicion de las semillas.



Materiales y Métodos

Material Vegetal
Se utilizaron 16 poblaciones de nabdn recolectadas en cinco provincias: Buenos
Aires, La Pampa, Cérdoba, Tucuman y Salta) (Figura 1), y cultivares destinados a la

produccién horticola (cv. varios) y cultivos de cobertura (cv. CCS 779, El Cencerro).
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Figura 1. Localidades donde se recolectaron las poblaciones de nabén maleza. Zona Sudoeste
de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego;, COC: Cochrane; CAS:
Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul: LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE:
Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La Pampa-Este de Bs. As., Verde: GAR: Garré;
FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo: TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas. En amarillo
aquellas utilizadas solo para el analisis genémico, SFB: San Francisco de Belloq; COR: Cérdoba;
SDV: Sierra de la Ventana.



Caracterizacion Morfo-Fenologica

La caracterizacion morfolégica se llevé a cabo en el campo experimental del
Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, durante el afio 2024.

Se realizaron dos fechas de siembra, separadas temporalmente con el fin de
observar la respuesta de las poblaciones malezas y cultivares en diferentes ciclos de
crecimiento y desarrollo. Las fechas fueron 20-mayo y 28-agosto (ciclo invernal y ciclo
primaveral, respectivamente), coincidiendo con los periodos de mayor emergencia de la
maleza en la provincia de Buenos Aires). Se realiz6 la siembra de semillas de todas las
poblaciones en bandejas multi-celdas con sustrato comercial (Grow Mix® Terrafertil),
que posteriormente fueron llevadas al invernaculo donde se criaron (luz natural, 20 *
5°C y riego automatico diario) hasta que las plantulas alcanzaron el estadio de dos o
tres hojas. Luego, se trasplantaron en el campo experimental el 31-julio y 10-octubre,
respectivamente. El diseio fue en bloques completamente aleatorizados, con cuatro
repeticiones y diez plantas por parcela para cada una de las poblaciones (cuarenta
plantas por poblacién en el total del ensayo) (Figura 2). Ademas, se sembraron dos
hileras de borde para minimizar los posibles efectos del borde. La distribucion se definio
a partir de la distancia entre hileras de 0,6 metros y entre plantas de 0,3 metros. Se
implementé riego por goteo complementario para minimizar las deficiencias hidricas en

el ciclo del cultivo que podrian comprometer el experimento.

Bloques Complentamente Aleatorizados - Transplante Invernal - 31 de julio de 2024

. X DOR Rabano ASC LAJ AZU ASC X =
% LAJ CAS NEC Horticola LDU coc CAS Rébano :J-J'
| Bloque 2| & coc LDU TUC AZU PIE GAR NEC DOR 2 |Bloque 4|
g PIE BAL FAL GAR TUC Horticola BAL FAL 33}
L X ASC DOR AZU LDU NEC Réabano X g
2 GAR LAJ PIE Horticola [ AZU LAJ FAL PIE "g
| Bloque 1 .E Rabano FAL TuC LDU BAL CAS DOR Horticola % Bloque 3|
CAS CoC BAL NEC ASC GAR TUC CoC
Frente
| Bloques Complentamente Aleatorizados - Transplante Primaveral - 10 de octubre de 2024
. X X LDU TUC X AZU TucC X =
% GAR DOR NEC FAL Horticola DOR FAL Rabano :J-J'
| Blogue 2| @ | Horticola Rébano X LAJ X GAR coc NEC 2 | Blogue 4|
g BAL CocC PIE CAS BAL LDU LAJ CAS 33}
.:E( X Hoticola DOR NEC Horticola coc NEC X g
e AZU TUC Rabano PIE FAL AZU CAS PIE "g
| Blogque 1 .E Rabano ASC FAL CAS LAJ ASC GAR TUC % Bloque 3|
BAL LDU GAR CocC Rabano BAL DOR LDU
Frente
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Figura 2. Disefio de bloques completamente aleatorizados utilizados en las dos fechas de
transplante. X: tratamiento vacio, debido a que se evaluaron 15 muestras. x: sin transplantar.
Rabano: cultivar de servicio. Horticola: cultivar horticola. ASC: Ascasubi; DOR: Dorrego; COC:
Cochrane; CAS: Micaela Cascallares; LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL:
Balcarce; AZU: Azul; GAR: Garré; FAL: Falucho; TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas.

Se realizo una fertilizacion con 60 kg ha™' de fosfato di-amonico (FDA) durante el
transplante y 90 kg ha™ urea en el estado de cinco hojas. Periédicamente se realizd
desmalezado manual para minimizar la competencia interespecifica que pudiera
impactar sobre el comportamiento de la especie bajo estudio.

Considerando la totalidad de las plantas del experimento, se evalud la
supervivencia (en cada fecha de siembra) de las mismas para cada poblacion,
expresandolo en porcentaje de supervivencia.

Se evaluaron de 16 plantas por poblacién (cuatro plantas de cada parcela,
correspondiente a cada bloque), seleccionando aquellas ubicadas en la parte central de
las parcelas, con el fin de minimizar el efecto borde. En cada una, se evaluaron
parametros reproductivos que inciden en la aptitud bioldgica, y caracteres fenolégicos y
morfoldgicos. Estos fueron: tiempo a floracién, altura de planta, nimero de ramas,
namero y peso de silicuas y dureza de las silicuas. El tiempo a floracién se midio
considerando el numero de dias desde la siembra hasta la apertura de la primera flor.
Altura de planta, tomando la distancia desde la base del tallo hasta el apice de la rama
mas extensa al momento de cosecha. Numero de ramas, contabilizando el nUmero total
de ramas principales al memento de cosecha. Dureza de silicua, ejerciendo fuerza entre
dedo indice y pulgar: 1 se desmenuzo facilmente, 2 se desmenuzo con fuerza
intermedia, 3 se separaron las semillas utilizando fuerza elevada, 4 se quebré el fruto
en secciones de una o dos semillas, 5 se quebré el fruto en secciones de tres o mas
semillas.

Parte de silicuas maduras de cada planta fueron colocadas cuatro dias en silica
gel para homogeneizar la humedad previo al inicio de los experimentos de germinacion,
para evaluar la dormicién de las semillas dentro de los frutos. Se utilizaron dos
temperaturas alternas dentro del rango térmico de germinacion de la especie: 5/15 y
15/25 °C. Para este estudio, se realizaron cuatro réplicas de cinco silicuas por poblacién
en cajas de Petri con dos capas de papel humedecido, las cuales fueron colocadas en
camaras de geminacion durante 21 dias. La germinacion (elongacion de la radicula
>1mm), se contabiliz6 cada dos o tres dias. Se utilizé un analisis de correspondencia
multiple para agrupar las poblaciones maleza y los cultivos en base a las variables

evaluadas. El mismo se realiz6 utilizando el programa estadistico Navure. Ademas, cada
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rasgo se evalué mediante analisis de la varianza (ANOVA). Se utilizé, los efectos fecha

de siembra, temperatura, poblacion y sus interacciones.

Caracterizacion Genémica

Se realiz6 genotipificado por secuenciacion a 96 muestras de 14 poblaciones de
nabon y dos cultivares (Figura 1).

Se obtuvieron 14.606 SNPs, compartidos entre las muestras. Los datos de

secuencia fueron procesados mediante pipeline STACKS (Rochette et al., 2019), y las
lecturas se alinearon al genoma de referencia de R. sativus cv. XYB36-2 utilizando el
alineador Burrows-Wheeler, BWA (Li & Durbin, 2009). El archivo VCF se filtr6 con
VCFtools para retener unicamente los SNP de alta calidad para el analisis (Danecek et
al., 2011).
Para determinar la diferenciacion genética entre poblaciones, se calculé el indice de
fijacion (Fst) con Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Este parametro se midio
segun Weir y Cockerham (1984). La diferenciacion genética entre dos poblaciones se
representa con un valor entre 0-1, asociado a un color. Fst igual a 0, indica que no
existen diferencias entre las poblaciones (comparacion de una poblacién por si misma).
Fst entre 0 — 0.05, la diferenciacion genética entre las poblaciones es baja. Para Fst
entre 0.05 — 0.15, la diferenciacion genética entre las poblaciones es moderada. Para
Fst entre 0.15 - 0.25, la diferenciacion genética de las poblaciones es alta. Y, por ultimo,
cuando Fst es mayor a 0.25, la diferenciacion entre poblaciones es muy alta
(considerando que no hay ningun tipo de cercania o parentesco). Solo los valores de 0
y 1 son exactos (sin diferencias o diferencias totales respectivamente). Los demas
rangos muestran una forma interpretar los datos, la cual puede variar. (Wright 1978; Ye
Zu et al., 2019).

Para analizar la estructura genética de las poblaciones de R. sativus, se realizd
un analisis de agrupamiento bayesiano con fastStructure 1.0 (Raj et al., 2014), probando
valores de grupo (K) entre 1 y 15. El valor 6ptimo de K, que maximiza la verosimilitud
marginal, se determiné con el script ChooseK incluido en el paquete fastStructure. Este
valor 6ptimo indica la cantidad de poblaciones ancestrales (clusters) de los que pueden
provenir las poblaciones bajo estudio. Ademas, la eleccion del mismo se explica por el
valor de CV error (Cross-Validation) para cada K, a menor CV error habra un mejor
ajuste de datos. Para visualizar los resultados del grafico de barras con diferentes
valores de K, utilizamos el paquete POPHELPER de R (Francis, 2017).
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Ademas, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) con el paquete
SNPRelate de R (Zheng et al., 2012) para evaluar la estructura genética de las

poblaciones. Los resultados se visualizaron con el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).

Resultados

Caracterizacion Morfo-Fenolégica

Supervivencia

En el ciclo invernal, se observd que las malezas tuvieron una supervivencia
superior al 90 %, excepto la poblacién de ASC, que mostro junto a los cultivares una
supervivencia de 75 % (Figura 3).

Similarmente, en el ciclo primaveral, se observd una supervivencia similar en
todas las malezas, con valores superiores a 85 %, excepto en ASC que mostré valores
de supervivencia de 75 %. En esta fecha de siembra, los cultivos mostraron menor
supervivencia, con valores entre 20 y 30 %.
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Figura 3. Porcentaje de supervivencia. Para cada poblacion de nabon maleza y cultivares. Cada
letra corresponde al nivel de significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una
letra distinta las diferencia. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR:
Coronel Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul:
LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La
Pampa-Este de Bs. As., Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo:
TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas.
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Dias a Floracidon

En general, las plantas de R. sativus en el ciclo invernal presentaron mayor
numero de dias a floracion que en el ciclo primaveral. En el ciclo invernal, las
poblaciones de malezas mostraron valores de dias a floracion entre 140 y 150 dias,
excepto las poblaciones de TUC y LAJ, que presentaron menor numero de dias a
floracion, entre 130 y 140 dias (Figura 4). El cultivar horticola mostré mayor cantidad de
dias en alcanzar la floracién, unos 156. Contrariamente, el cultivar de rabano forrajero
necesito la menor cantidad de dias, 133 (Figura 4).

En el ciclo primaveral, las malezas se agrupan en dos rangos, entre 78 — 82 dias
la mayoria de las poblaciones, mientras que BAL, TUC y LAJ mostraron valores entre
63 — 74 dias. Los cultivares forrajero y horticola, mostraron la mayor cantidad de dias,
91y 111, respectivamente.
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Dias a Floracion

Figura 4. Dias a floracion. Contabilizado desde la fecha de siembra hasta la primera flor
expandida. Para cada poblacion de nabén maleza y cultivares. Cada letra corresponde al nivel
de significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una letra distinta las
diferencia. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego;
COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul: LDU: La Dulce; NEC:
Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La Pampa-Este de Bs. As.,
Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo: TUC: Tucuman; LAJ: Las
Lajitas.
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Altura

En general, las plantas de ciclo invernal fueron mas altas que las plantas del ciclo
primaveral. En el ciclo invernal, la mayoria de las poblaciones de malezas, se agruparon
en un rango que va de los 70 a 78 cm de altura, mientras que LDU y LAJ mostraron
valores inferiores, con alturas de 62,8 y 66,7 cm, respectivamente. Las mayores alturas
se observaron en NEC y PIE con 81,1 y 84,6 cm, respectivamente. Estas ultimas dos,
se asemejaron al cultivo de servicio, que tuvo 82,2 cm de altura. El cultivar horticola
mostré la menor altura, 53,5 cm (Figura 5).

En el ciclo primaveral, las poblaciones de malezas mostraron menor altura.
Entre 60y 72 cm se observaron ASC, DOR, CAS, NEC, PIE, AZU, FAL. Las poblaciones
restantes (COC, LDU, BAL, GAR, TUC y LAJ) mostraron valores inferiores, entre 50 y
56 cm. El cultivo de servicio presenté mayor altura, 83,6 cm (Figura 5).
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Figura 5. Altura de la planta. Al momento de cosecha, desde la base del tallo al apice de la rama
mas alta. Para cada poblacién de nabén maleza y cultivares. Cada letra corresponde al nivel de
significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una letra distinta las diferencia.
Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego; COC:
Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul: LDU: La Dulce; NEC:
Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La Pampa-Este de Bs. As.,
Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo: TUC: Tucuman,; LAJ: Las
Lajitas.
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Numero de Ramas

En el ciclo invernal, la mayoria de las poblaciones de malezas y el cultivo de
cobertura presentaron entre 8 y 10 ramas sobre el tallo principal, mientras que COC,
DOR, NEC y PIE mostraron entre 10 y 12 ramas, en el mismo grupo que el cultivar
rabano. Las poblaciones de GAR, LAJ mostraron valores inferiores a 8 ramas, de
manera similar al cultivar horticola (Figura 6).

En el ciclo primaveral, la mayoria de las poblaciones tuvo entre 8 y 10 ramas.
GAR, TUC y LAJ mostraron menos de 8 ramas sobre el tallo principal. El rabano se
diferencio significativamente con 15 ramas y el cultivo horticola no pudo evaluarse

debido que sus plantas no alcanzaron el estado de madurez (Figura 6).
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Figura 6. Numero de ramas por planta. Para cada poblacién de nabén maleza y cultivares. Cada
letra corresponde al nivel de significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una
letra distinta las diferencia. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR:
Coronel Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul:
LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La
Pampa-Este de Bs. As., Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo:
TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas.
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Numero de Frutos

El numero de frutos por planta mostrd variabilidad entre poblaciones sin un
patrén claro entre poblaciones y grupos de poblaciones por ambiente. En el ciclo
invernal, las poblaciones de malezas PIE y DOR mostraron una produccion de 466 y
449 frutos, respectivamente. Contrariamente CAS, LDU y GAR mostraron valores por
debajo de los 200 frutos. El resto de las poblaciones de malezas mostraron valores de
numero de frutos entre 233 y 371 frutos por planta. En cuanto a los cultivares horticola
y de servicio, produjeron 25 y 222 frutos, respectivamente (Figura 7).

Para el ciclo primaveral, las poblaciones de malezas produjeron entre 146 a 316
frutos por planta. El cultivar de servicio produjo 114 frutos, y el horticola no pudo ser

evaluado (Figura 7).
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Figura 7. Numero de frutos por planta. Para cada poblacion de nabén maleza y cultivares. Cada
letra corresponde al nivel de significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una
letra distinta las diferencia. En el ciclo primaveral las letras no se muestran debido a que no habia
diferencias significativas entre las poblaciones. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario
Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de
Bs. As., Azul: LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona
Norte de La Pampa-Este de Bs. As., Verde: GAR: Garré, FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-
Tucuman), Rojo: TUC: Tucuméan; LAJ: Las Lajitas.
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Dureza de los Frutos

En general, los frutos de las malezas presentaron mayor dureza que los frutos
de los cultivares. En el ciclo invernal, CAS fue la poblacion con mayor dureza, 4,5. COC,
BAL y LAJ presentaron los frutos mas blandos entre las malezas, con valores entre 2 y
2,2. Los cultivares horticola y de servicio mostraron valores de dureza entre 1,1y 1,25
respectivamente (Figura 8).

En el ciclo primaveral, las poblaciones de malezas CAS y PIE tuvieron los
mayores valores de dureza, 3,81 y 3,75, respectivamente, mientras que BAL presento
el fruto mas blando, 1,8. El cultivar de servicio mostré valores de dureza de 1,6 (Figura
8).
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Figura 8. Dureza de los frutos. Para cada poblacion de nabén maleza y cultivares. Cada letra
corresponde al nivel de significancia, donde una letra igual asemeja a las poblaciones y una letra
distinta las diferencia. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel
Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de Bs. As., Azul: LDU: La
Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona Norte de La Pampa-Este
de Bs. As., Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-Tucuman), Rojo: TUC:
Tucuman; LAJ: Las Lajitas.
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Dormicion de las Semillas

En general, las semillas dentro de los frutos del ciclo invernal germinaron en
mayor medida que el ciclo primaveral, y las incubadas a 15/25°C lo hicieron en mayor
medida que las incubadas a 5/15 °C. Se encontré valores contrastantes entre
poblaciones, por ejemplo, en el ciclo invernal a 15/25 °C, ASC, NEC y PIE mostraron
valores de germinacion inferiores al 10%, mientras que COC y BAL mostraron valores
superiores al 30%. El cultivar de rabano mostré valores de germinacion superiores al 70
%, mientras que el cultivar horticola, valores inferiores a 15 % (Figura 9).

En cambio, en el ciclo primaveral, las poblaciones de malezas mostraron valores
de germinacion inferiores al 10 %, excepto COC y BAL a 15/25 °C, con valores de 11y

22 %, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de semillas germinadas dentro del fruto. Para dos intervalos de temperatura
(5/15y 15/25 °C) en los cuales es posible la germinacién. Para cada poblaciéon de nabén maleza
y cultivares. Cada letra corresponde al nivel de significancia, donde una letra igual asemeja a las
poblaciones y una letra distinta las diferencia. Zona Sudoeste de Bs. As., Naranja: ASC: Hilario
Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares. Zona Sudeste de
Bs. As., Azul: LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul. Zona
Norte de La Pampa-Este de Bs. As., Verde: GAR: Garré; FAL: Falucho. Zona Norte (Salta-
Tucuman), Rojo: TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas.
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Caracterizacion Genémica

La caracterizacién gendmica se realizé mediante tres analisis complementarios:
el coeficiente de diferenciacion genética (Fst), un analisis de estructura poblacional

con FastSTRUCTURE vy un grafico de componentes principales (PCA).

Anélisis Fst.

Las poblaciones de malezas presentaron escasa diferenciacion genética entre
ellas, con valores de Fst menores a 0,14 en todas las combinaciones. Ademas, las
poblaciones de ASC y COR fueron las que mas se diferenciaron de las demas, con
valores mayores a 0,08, y entre ellas la mayor diferencia entre las malezas con un valor
de 0,14. Contrariamente, los cuatro cultivares presentaron diferencias genéticas con
todas las poblaciones de malezas, con valores de Fst mayores a 0,24. Entre los
cultivares, la diferenciacién genética fue muy alta, superando los valores de Fst de 0,5
en todos los casos, excepto para los cultivares horticolas de Italia y Francia, que fue de
0,15.
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Figura 10. Indice de Fijacién (Fst). Diferenciacién genética entre poblaciones de nabén maleza y
cultivares. Valores de Fst = 0 (sin diferenciacion genética; verde); Fst entre 0 — 0.05 (baja
diferenciacién genética; verde claro); Fst entre 0.05 — 0.15 (media diferenciacion genética; verde
lima y amatrillo); Fst entre 0.15 — 0.25 (alta diferenciacion genética; naranja claro); Fst > 0.25
(muy alta diferenciacion genética; naranja y rojo). ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego;
COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares; LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL:
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Balcarce; AZU: Azul;, GAR: Garré; FAL: Falucho; TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas ; COR:
Cordoba; SDV: Sierra de la Ventana; SFB: San Francisco de Belloq.

Analisis Fast-STRUCTURE.

Los valores de K que mejor representan los datos fueron de dos (2), tres (3) y

cuatro (4) (Figura 11).

CV Error por valor de K

1.0 /’/.

CV Error

4 8 12
Numero de clusters (K)

Figura 11. CV error (Cross-Validation). Para los 20 valores K.

El analisis Fast-STRUCTURE arrojé los siguientes resultados para los diferentes

En K2, se agruparon todas las malezas por un lado y los cultivares por otro. El
cultivo de servicio mostro la combinacién de ambos grupos (Figura 12).

En K3, las malezas fueron agrupadas igual que en K2, mientras que los cultivos
fueron agrupados en dos grupos: cultivo de servicio y el cultivar horticola BL y, por otra
parte, los cultivares horticolas IT y FR.

En K4, las malezas fueron agrupadas de manera similar a los grupos previos,
excepto la poblacion ASC que mostré semejanza con el cultivo de servicio. El cultivar
Horticola BL se separ6 de los demas y los cultivares Horticolas IT y FR mostraron el

grupo restante (Figura 12).

21



4

e=)

=X

T @ Zz C T w T d -0 b eyl
& 8 8 8 ¥« =" m © F > =2 < » g 2233
O o Py Py w o C = T 0 = = =1
S 99 9
o 0 o
gmmm
2 Z3 &
[}
(@]

Figura 12. Anélisis Fast-STRUCTURE. Para todas las poblaciones de nabén maleza y los
diferentes cultivares. En los diferentes valores de grupo K. ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel
Dorrego; COC: Cochrane; CAS: Micaela Cascallares; LDU: La Dulce; NEC: Necochea, PIE:
Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul;, GAR: Garré; FAL: Falucho; TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas;
COR: Cordoba; SDV: Sierra de la Ventana; SFB: San Francisco de Belloqg.

Andlisis de componentes principales (PCA).

Los componentes 1y 2 representaron el 10,16% de la variabilidad. A pesar de
ello, el analisis de PCA mostré resultados similares a los analisis previos, donde agrup6
a las poblaciones de malezas por un lado. Distante a estas, dos grupos de cultivares
que ademas se distanciaban entre ellos: Horticola IT y FR por un lado, y Horticola BL y

cultivo de servicio por otro, similar a K3 (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de componentes principales. Agrupamiento de las poblaciones de
nabon maleza y cultivares. En base a dos componentes principales, explicando la
varianza de las mismas. ASC: Hilario Ascasubi; DOR: Coronel Dorrego; COC: Cochrane; CAS:
Micaela Cascallares; LDU: La Dulce; NEC: Necochea; PIE: Pieres; BAL: Balcarce; AZU: Azul;
GAR: Garré; FAL: Falucho; TUC: Tucuman; LAJ: Las Lajitas;, COR: Cérdoba; SDV: Sierra de la
Ventana; SFB: San Francisco de Belloq.

Discusion

Caracterizacion Morfo-Fenologica

Las variables evaluadas mostraron diferentes comportamientos entre ciclos de
crecimiento, por ejemplo, las plantas de R. sativus en el ciclo invernal presentaron mayor
tiempo a floracién, mayor altura y produccion de frutos que las plantas que crecieron en
el ciclo primaveral. Esto podria estar asociado a las menores temperaturas y radiacion,
ademas de una respuesta diferente al fotoperiodo en la fase vegetativa que alargaron
el ciclo de las plantas y permitieron captar mayor cantidad de nutrientes y agua para
resultar en mayor tamano (i.e., altura) y produccién de semillas.

En general, no se encontraron diferencias claras entre poblaciones de malezas
asociadas a la zona de recoleccidn, a pesar de que posiblemente estas poblaciones
evolucionaron en diferentes condiciones de suelo, temperatura, radiacion, patréon de
precipitaciones, especies competitivas, entre otros. Sin embargo, en dias a floracion
solo las poblaciones del norte del pais (LAJ y TUC), necesitaron menos dias para
florecer, relacionando este aspecto al cambio de latitud. El resto de las poblaciones de
malezas florecieron sincrénicamente. Sin embargo, el cultivar horticola mostré mayor
numero de dias a floracién, y menor altura, nimero de ramas y numero de frutos,
posiblemente debido a que fue seleccionado para incrementar la produccion de raiz

(botanicamente hipocotile). Para el ciclo primaveral, la supervivencia fue nula y no hubo
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individuos para evaluar las demas variables. Debido a que la fecha de siembra fue muy
tardia, y la plasticidad de éste es inferior (por procesos de seleccion sometidos) a la de
las malezas. En cambio, el cultivo de servicio, en variables como altura y numero de
ramas fue uno, o el que mejor comportamiento mostré en ambos ciclos. Esto podria
estar asociado al mejoramiento dirigido a los aspectos para generar una buena
cobertura de la superficie.

El nimero y dureza de los frutos fue mayor para las malezas, que no mostraron
variabilidad significativa entre ellas, respecto a los cultivos. Este comportamiento podria
estar asociado a que los cultivares fueron seleccionados para produccién de raiz
(horticola) y produccion foliar (cultivo de servicio), mientras que las malezas se
seleccionan naturalmente por rasgos que le permiten su supervivencia entre las
diferentes generaciones, por ejemplo, produccién de semillas (Vercellino et al. 2023). La
mayor dureza de los frutos de las malezas ayudaria a las semillas dentro de los mismos
a sobrevivir por mas tiempo esperando las condiciones adecuadas para asegurar la
subsistencia (Vercellino et al., 2019; 2024). Esta hipotesis se refuerza al observar mayor

dormicion de semillas en las diferentes poblaciones de malezas, respecto a los cultivos.

Caracterizacion Genémica

En general, las malezas se diferenciaron de los cultivares actuales tanto horticola
como de servicio. Esto podria deberse a cambios en la estructura genética a través de
los afios por seleccion antropogénica (cultivos) o natural (malezas), generando
erosiones o mutaciones del genoma, que explicarian la lejania entre ellos.

Sin embargo, en los tres analisis realizados, las poblaciones de malezas no
mostraron mayores diferencias entre ellas, sugiriendo que podrian tener un origen en
comun. Al evaluar la relacion geografica las poblaciones del norte del pais (TUC) y del
sureste de la provincia de Buenos Aires (NEC) mostraron valores de Fst menores a 0,05.
Esta baja diferenciacion genética podria estar asociada a que las poblaciones de
malezas, de origen feral, recibieron diferentes procesos de cuello de botella a lo largo
de la historia (1) durante la domesticacion de la especie, (2) durante la de-
domesticacion, (3) durante la introduccién a Sudamérica.

A pesar de ello, dentro de los grandes grupos (malezas vs. cultivos) se pudo
observar diferentes comportamientos de las poblaciones. Dentro del grupo de
poblaciones de nabén maleza, se observaron dos poblaciones que presentaron una
diferenciacion genética mayor con el total de sus pares, Cérdoba (COR) y Ascasubi

(ASC), lo que podria sugerir tres hipétesis contrastantes. En primer lugar, ambas
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poblaciones de nabén maleza en la Argentina habrian sido las primeras en establecerse
y dieron origen a las demas que se diferencian de estas debido a el tiempo evolutivo por
el que pasaron. En segundo lugar, estas poblaciones se habrian aislado antes que las
demas y por alguna razén evolucionaron distinto. En tercer lugar, éstas dos poblaciones
tendrian un origen distinto al resto, ya que fueron entre todas las malezas las de mayor
diferenciacion genética. Ademas, ASC fue la que mayor diferenciacion demostré frente
a los cultivares y algunos rasgos vistos previamente en esta poblacion (e.g., flores
amarillas, Vercellino RB comunicacion personal) podria sugerir la hibridacion con la
especie emparentada Raphanus raphanistrum.

Por otro lado, las poblaciones de la provincia de Buenos Aires mostraron las
menores diferenciaciones genéticas entre ellas, sugiriendo que podrian haber surgido a
partir de una reciente dispersion por equipos agricolas. Por ejemplo, mediante el
transporte de semillas por las cosechadoras, una situacion comun en nuestro pais,
donde la labor de cosecha se realiza mayoritariamente por maquinas contratadas que
se mueven de una zona a otra y de un campo a otro (Tourn et al. 2018).

Por otro lado, se pudo observar que el cultivar horticola italiano presento la
menor diferencia con las malezas frente a los demas cultivares, lo que podria sugerir
que las poblaciones ferales (de-domesticadas) que ingresaron a nuestro pais lo hicieron
desde esta regidon. Estos resultados abren la posibilidad a nuevos estudios para
determinar el origen de las poblaciones argentinas de nabdn en nuestro pais. Sin
embargo, cuando evaluamos en conjunto los resultados de fastStructure y PCA
observamos un gran agrupamiento de las malezas, separadas de los cultivos. Esto
sugiere que para estudiar el origen de las poblaciones de nabdn en nuestro pais
deberiamos incluir en el andlisis poblaciones ferales de nabdn, de R. raphanistrum 'y
cultivares de diversas partes del mundo para poder hacer analisis de diferenciacion

geneética y de agrupacion con resultados mas certeros.
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Conclusiodn

Las poblaciones de nabén maleza de Argentina mostraron escasa variabilidad
entre ellas en sus rasgos morfo-fisioldgicos, aunque proviniendo de regiones distantes
de nuestro pais. Contrariamente, se diferenciaron de los cultivares, especialmente del
cultivar horticola. Ademas, la poca diferenciacion genética entre si, sugiere un origen
comun y numerosos procesos de cuellos de botella; sin embargo, se diferenciaron
claramente de los cultivares evaluados. Estudios futuros deberian considerar el uso de
base de datos de secuencias de poblaciones ferales de R. sativus, de la especie R.
raphanistrum y de cultivares de diferente origen geografico para estudiar el origen de

las poblaciones argentinas de nabén.
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Anexo

Tabla 1. Maxima verosimilitud restringida para supervivencia, dias a floracién, altura, numero
de ramas y numero y dureza de los frutos de R. sativus. Los datos corresponden a dos fechas
de siembra (invierno y primavera), 13 poblaciones de R. sativus maleza y dos cultivares,
cultivados en el campo experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad
Nacional del Sur en la camparia 2024.

Supervivencia Dias a floracion
Efectos FijOS GLnumpeEN F P GLnumpEN F P
Fecha de siembra (F) 1/74 22.74 <0.0001 1/988 1717.85 <0.0001
Biotipo (B) 12/74 27.3 <0.0001 14/988 8147.47 <0.0001
FxB 12/74 10.58 <0.0001 14/988 508.31 <0.0001
Efectos Aleatorios V4 P Z P
Bloque 0.98 0.1625 0 .
Residual 6.08 <0.0001 22.26 <0.0001
Altura Numero de ramas
Efectos Fijos GLnumpeN F P GLnumpeEN F P
Fecha de siembra (F) 1/381 4407 <0.0001 1/381 24549 <0.0001
Biotipo (B) 14/381 437.1 <0.0001 14/381 153.15 <0.0001
FxB 13/381 97.53 <0.0001 13/381 23.89 <0.0001
Efectos Aleatorios 7 P 7 P
Bloque 0.35 0.3638 0 .
Residual 13.81 <0.0001 13.86 <0.0001

Numero de frutos

Dureza del fruto

Efectos FijOS GLnumpEN F P GLnumpEN F P
Fecha de siembra (F) 1/372 21.79 <.0001 1/372 12.56  0.0004
Biotipo (B) 14/372 22.42 <.0001 14/372 17.58 <0.0001
FxB 13/372 9.33 <.0001 13/372 1.56 0.0933
Efectos Aleatorios Z P Z P
Bloque 1.17 0.1215 0 .
Residual 13.64 <0.0001 13.69 <0.0001
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