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RESUMEN

El cultivo de variedades de colza (Brassica napus) con resistencia a herbicidas en nuestro
pais presenta el riesgo de transferencia de esa caracteristica a especies silvestres
emparentadas. Una de estas especies es el nabo silvestre (B. rapa), una importante
maleza de los cultivos de invierno que se encuentra ampliamente distribuida en la region
pampeana. Debido a esto, actualmente se encuentra prohibida la introduccion de semilla
de colza transgénica en el pais. Resulta crucial evitar la dispersién de nuevos biotipos de
malezas resistentes debido a que disminuyen la efectividad de las tecnologias de control

quimico disponibles.

En el afio 2008, en el partido de Balcarce, se encontré6 una poblacion de B. rapa en
simpatria con un cultivar de colza resistente a imidazolinonas y otro susceptible. Ademas,
en diferentes sitios de la provincia de Buenos Aires se han hallado recientemente
poblaciones del genero Brassica con resistencia a glifosato. Los objetivos generales de
esta tesis fueron abordar el estudio de flujo génico desde B. napus hacia la maleza B.
rapa, determinar la presencia y transferencia de resistencia a herbicidas, y efectuar la

caracterizacién morfolégica y molecular de los individuos resistentes.

Para desarrollar estos objetivos se realizaron actividades experimentales que permitieron
determinar el grado de hibridacion entre las especies, en particular entre la maleza y el
cultivar resistente a herbicidas, se identificaron caracteres morfolégicos intermedios, se
realizé una caracterizacion molecular sobre los presuntos hibridos interespecificos, y se
evalué6 la perdurabilidad del rasgo de resistencia en el ambiente estudiado. Por otro lado,
se relevo la presencia de nuevas poblaciones con resistencia a glifosato, se investigo el
origen molecular de la resistencia y se evalu6 la presencia de resistencia multiple a
glufosinato de amonio. En (ltima instancia, se propusieron medidas de prevencion y

control.

Los resultados obtenidos comprobaron la hibridacién entre B. napus y B. rapa en el area
principal de cultivo de la Argentina. Los hibridos heredaron caracteres fenotipicos de
ambos parentales y el cardcter de resistencia a imidazolinonas fue efectivamente
transferido desde la colza cultivada. No obstante, el rasgo desaparecié al cabo de un afio
post-hibridacion indicando que ante la ausencia de presion de seleccion por herbicida, la
menor aptitud biolégica de los hibridos, la competencia con otro cultivo y la rotacion del

mecanismo de accion de los herbicidas afectaron considerablemente la perdurabilidad de



estos individuos. En la evaluacion de poblaciones resistentes a glifosato provenientes de
distintos sectores de la region pampeana, se confirmé el origen transgénico de la
resistencia. Por otro lado, no se detectaron poblaciones con resistencia mdultiple al
herbicida glufosinato de amonio.



ABSTRACT

Herbicide-resistant rapeseed (Brassica napus) cultivation in our country entails the risk of
gene transfer into wild relative species. One of this species is wild turnip (B. rapa), an
important winter crops’ weed, widely distributed in the Pampean region. Thus, transgenic
rapeseed is forbidden in the country. It is crucial to avoid dispersion of new resistant weed
biotypes as they reduce the effectiveness of chemical control technologies.

In 2008, a B. rapa population which was sympatric to an imidazolinone-resistant rapeseed
cultivar and a susceptible one, was found in Balcarce county. Furthermore, in different
sites of Buenos Aires province, glyphosate-resistant Brassica sp. populations have
recently been found. The objectives of this thesis were to study the gene flow from B.
napus to B. rapa weed, to establish the presence and transfer of herbicide-resistance and

to perform a morphological and molecular characterization of resistant individuals.

In order to achieve this objectives, experimental activities where developed. They
established the degree of hybridization between species, particularly amongst the weed
and the herbicide-resistant cultivar, intermediate morphological characters were identified,
a molecular characterization was performed upon the putative interespecific hybrids and
the resistant trait persistence was assessed in the studied environment. Moreover, the
presence of new glyphosate-resistant populations was screened, the molecular origin of
the resistance was investigated and the presence of multiple resistance to glufosinate was

evaluated. Ultimately, prevention and control measures were proposed.

The results confirmed hybridization between B. napus and B. rapa in Argentina’s main
crop area. The hybrids inherited phenotypic characters from both parents and the
herbicide-resistant trait was successfully transferred from rapeseed. In spite of this,
resistant-trait disappeared after a year post-hybridization showing that without herbicide
selection pressure, hybrid fithess, competition with another crop and rotation on the
mechanism of action had a significant relevance on these individuals' persistence.
Transgenic origin was verified on glyphosate-resistant populations from different parts of

the Pampean region. Conversely, no glufosinate-resistant populations were detected.
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INTRODUCCION GENERAL

Las Brasicaceas (Brassicaceae), antiguamente conocidas como cruciferas, son una
familia vegetal que comprenden numerosos cultivos industriales y comestibles de gran
importancia econOmica, plantas ornamentales, y especies modelo (Warwick, 2011).
Recientemente, se han reconocido dentro de la familia, 338 géneros y 3709 especies
distribuidas ampliamente en los mas diversos ambientes alrededor del mundo (Warwick et
al., 2006). Muchas de las especies de esta familia han sido cultivadas desde hace siglos
debido a que sus raices, tallos, flores y semillas son comestibles (Iriarte y Valetti, 2002;
Warwick, 2011; Prakash et al., 2012). Sin embargo, es también reconocida por sus mas
de 120 especies de malezas, muchas de las cuales son cosmopolitas en los sistemas
agricolas de todo el mundo (Warwick, 2011). Dentro de la familia Brassicaceae, el género
Brassica es el mas importante y se encuentra representado por seis especies cultivadas,
las cuales estan intimamente interrelacionadas. Tres de estas especies son diploides —
Brassica nigra (2n = 16, genoma BB), B. oleracea (2n = 18, CC) y B. rapa (2n = 20, AA) —
y descienden de un progenitor comdn con un numero basico de cromosomas X = 6,
mientras que las tres restantes son anfidiploides — B. carinata (2n = 34, BBCC), B. juncea
(2n = 36, AABB), y B. napus (2n = 38, AACC) —, producto de la hibridacion y posterior
poliploidizacién de dos de los taxa diploides (Warwick, 2011; Kumar, 2015). Las
relaciones gendmicas de las seis especies cultivadas del género Brassica fueron
descriptas por el botanico coreano Woo Jang-choon (U, Nagaharu) en lo que se conoce
como el triangulo de U (U, 1935) (Figura 1).
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B.

oleracea B. rapa
2n=18 Zn =20
cc AR

Figura 1. Triangulo de U mostrando las relaciones entre las distintas especies cultivadas del

género Brassica (U, 1935).

Dentro de la familia Brassicaceae, las especies que la integran pueden ser facilmente
distinguidas de cualquier otra familia de plantas vasculares debido a su arquitectura floral
uniforme y altamente conservada. Las flores presentan simetria bilateral, y cuentan en
general con cuatro sépalos en dos espirales, cuatro pétalos (aunque a veces ausentes)
diagonalmente opuestos en forma de cruz (lo cual le brinda el nombre de cruciferas), seis
estambres tetradinamos (los dos exteriores mas cortos que los cuatro interiores), y un
ovario bicarpelar. En contraste, los frutos exhiben una enorme variabilidad en tamafio,
forma y estructura. Por lo tanto, son utilizados como caracter mas relevante en las
clasificaciones taxonémicas clasicas. La estructura més frecuente de los frutos consiste
en una capsula bivalva, dividida longitudinalmente por un falso tabique en dos loculos,
generalmente dehiscentes. Sobre la base de la relacién largo/ancho, los frutos han sido
clasificados en silicuas y siliculas, aunque esta divisibn arbitraria no tiene ninguna
implicancia filogenética (OECD, 1997; Warwick, 2011).

Brassica rapa L. (syn. Campestris), es una especie altamente polimorfica que incluye
muchos cultivos que han sido domesticados a través de un largo periodo en Europa y
Asia, como también importantes malezas de la agricultura. Esta especie recibe las
denominaciones de nabo, nabo silvestre, nabo forrajero, nabo oleaginoso, canola polaca,
col china, mostaza de campo o rutabaga. Fue una de las primeras Brasiciceas

domesticadas (Gémez-Campo y Prakash, 1999) y existen evidencias de su uso entre
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1500 y 2000 afos A.C. en la India como un cultivo multipropdsito, mientras que en Europa
parece haberse cultivado desde principios de la edad media. Los primeros cultivares
comerciales de B. rapa aparecen en los Paises Bajos en el siglo XVI, principalmente para
Su uso como aceite de lamparas para iluminacién (Prakash et al.,, 2012; Kumar et al.,
2015). Se considera que B. rapa se divide en dos razas principales, tal vez
correspondientes a dos centros de origen independientes ubicados en Europa y Asia
(Warwick et al., 2008; Kumar et al., 2015). El centro occidental o europeo, ubicado en la
zona del Mediterrdneo, dio origen a las formas oleaginosas cultivadas actualmente en
Norteamérica y Europa, y a las formas de raices engrosadas utilizadas como horticolas.
El centro oriental o asiatico dio origen a las formas oleaginosas cultivadas principalmente
en India y China, diferentes a las originadas en Europa, y a formas seleccionadas por sus
hojas comestibles (col china, pak choi) (Appelgvist, 1972; Gomez-Campo y Prakash,
1999; Gupta y Pratap, 2007; Prakash et al., 2012). Poblaciones naturales de B. rapa
suelen crecer a través de Europa, Asia Central y el Cercano Oriente, asociadas a
ambientes ruderales, probablemente debido al escape de cultivos (Appelqvist, 1972;
Gulden et al., 2008; Warwick, 2011; Prakash et al., 2012).

El nabo fue introducido en América por Jacques Cartier, quien lo sembr6é en Canada en
1541. También fue cultivado en Estados Unidos entre 1609 y la década de 1620 (Boswell,
1949). Desde el siglo XVI se encuentran registros de su cultivo en Sudamérica. Se
menciona que los nabos que se comercializaban en Lima durante la época colonial eran
cosechados directamente de los campos de trigo y de las acequias, donde crecian en
forma sub-espontdnea. El escape de cultivo parece haber sido general para estas
especies en toda América desde varios siglos atras (Patifio, 1963). En nuestro pais la
importancia de B. rapa como maleza de cultivos es reconocida desde la década del 30’
(Ibarra, 1937). En esa misma época se comenzaron a aprovechar las poblaciones
naturales de nabo. Segin Tenembaum (1937), la abundancia de B. rapa como maleza de
trigo y en especial de lino fue tal, que la sola separacién de los granos de nabo pagaba el
trabajo de limpieza y hasta el costo de la produccién del cereal cosechado. Por este
motivo, el gobierno incentivo a los productores a realizar la siembra por separado, con un
resultado econdmico superior al de la siembra de cereales. El grano de nabo se destinaba
a la elaboracion de aceite no comestible, e inclusive cotiz6 en la Bolsa de Cereales hasta
la década del 60’ (Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008).
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La colza-canola (Brassica napus L.), también denominada como canola argentina, colza o
canola (Gulden et al.,, 2008), es el cultivo oleaginoso mas importante de la familia
Brassicaceae (Warwick, 2011). En el afio 2017 fueron cosechadas a nivel mundial mas de
89 M t, sobre 41 M ha sembradas, lo que hace a la colza el tercer aceite en importancia
luego de la soja (365 M tn) y la palma datilera (318 M tn) (FAOSTAT, 2019). Se
caracteriza por poseer un aceite de excelente calidad para el consumo humano y un
residuo de extraccion de alto nivel proteico para la alimentacién animal (Iriarte y Valetti,
2008). La colza es de origen reciente en comparacién con otras Brasicaceas y no se han
encontrado poblaciones naturales de esta especie (Warwick, 2011). Actualmente, la
especie botanica que se cultiva como colza-canola es Brassica napus, y es aceptado que
se origind producto de la hibridacion natural entre B. oleracea y B. rapa en el sur de
Europa o en la regién Mediterrdnea donde los dos taxa parentales convivian (U, 1935;
OGTR, 2002; Gulden et al., 2008; Warwick, 2011; Prakash et al., 2012). Usualmente se
reconocen dos subespecies, la rutabaga de ciclo vegetativo bienal y caracteristicas
tuberosas (spp. rapifera) y la colza anual de caracteristicas aceiteras (spp. napus 0 spp.
oleifera) (Warwick, 2011; Prakash et al., 2012).

Los primeros registros del cultivo de colza en Europa datan del siglo XV, cuando se
comenzo a utilizar como fuente de aceite para iluminacion y fabricacién de jabones. Junto
con B.rapa, su cultivo se volvié popular en todo el norte de Europa debido a su capacidad
para crecer con bajas temperaturas, lo que la hacia una de las pocas especies
oleaginosas aptas para ser cultivada en zonas templadas y frias, y para el siglo XVIII se
habia difundido hasta Inglaterra (Prakash et al., 2012). Méas tarde, se descubren sus
propiedades como aceite lubricante para metales en ambientes de alta humedad y
temperatura debido al alto contenido de &cido ertcico (acido cis-13-decosenoico, 22:1, n-
9), por lo que toma gran importancia en la industria naval alrededor de la Il Guerra
Mundial (Appelqvist, 1972; Iriarte y Valetti, 2008).

Luego de la guerra, Canada inicia un importante proceso de mejoramiento del cultivo de
B. napus y B. rapa con el objetivo de obtener aceites comestibles, debido a que los altos
niveles de acido erlcico en el aceite habian demostrado ser tdxicos para el consumo
humano. Por otra parte, tampoco era posible utilizar la harina de extraccion, ya que la
presencia de glucosinolatos, metabolitos secundarios que al hidrolizarse dan lugar a
productos téxicos goitrogénicos (antitiroideos), restringian su uso en la alimentacion

animal. De esta manera, se introduce germoplasma de B. rapa obtenido de Polonia, y de
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B. napus proveniente de empresas semilleras de Estados Unidos, las cuales aludian que
las semillas de esa especie provenian de Argentina. Esto dio lugar a la denominacién de
tipo “argentino” y “polaco” para los cultivares de colza (Appelgvist, 1972; Busch et al.,
1994; Iriarte y Valetti, 2002; Gulden et al., 2008; Prakash et al., 2012).

El desarrollo del cultivar Oro en el afio 1966 con la caracteristica de bajo contenido de
acido erucico en grano, y en 1967 del cv. Tower con reducido contenido en glucosinolatos
constituyé una importante mejora en la calidad (Gomez y Miralles, 2006; Iriarte y Valetti,
2008). Los cultivares con ambas caracteristicas combinadas pasaron a denominarse con
el nombre comercial de “canola” (por las siglas en inglés de Canadian Oil Low Acid) o
colzas doble “00”, respondiendo a un estandar de calidad mundial que identifica a estos
cultivares por presentar niveles de acido erdcico menores al 2% del total de acidos grasos
y contenido de glucosinolatos inferiores a 20 pmoles por gramo de grano (Kumar et al.,
2015). El desarrollo de esta tecnologia desplazo, en pocos afios, la produccion de colza
convencional en el resto del mundo por los cultivares de calidad canola (Bosch et al.,
1994).

El mejoramiento genético de la colza continu6 durante las décadas siguientes, sobre todo
en Canada, originando cultivares resistentes a herbicidas, en especial mediante la
utilizacion de biotecnologia para el desarrollo de variedades transgénicas. Los eventos
transgénicos registrados actualmente incluyen colza resistente a glifosato, glufosinato de
amonio y bromoxinil (Beckie et al., 2003). Los cultivares resistentes a glifosato son
cultivados en Canada, Estados Unidos, Australia, Chile y Japén (James, 2016; ISAAA,
2017). Por otro lado, la colza resistente a imidazolinonas se desarroll6 utilizando métodos

de mejora tradicional (Tan et al., 2005; Krato y Petersen, 2012b).

En la década del 70’ el desarrollo de cultivares de calidad canola en Canada generd un
nuevo impulso para la produccion por parte de instituciones gubernamentales como el
INTA, IADO" y la ex SAyG? y educativas como la Facultad de Agronomia de la UBA.
Estos organismos promovieron la introduccion y evaluacion de variedades mejoradas,
mientras que la Ex Junta Nacional de Granos establecid las bases para su
comercializacion (Pascale, 1976; Iriarte y Valetti, 2008). La inclusion de hibridos de mayor

rendimiento en la década del 90’ y el mejoramiento de la genética y del manejo en la

! Instituto Agroindustrial de Oleaginosas.
2 Secretaria de Agricultura y Ganaderia (actual Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca).
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década del 2000 ha llevado a un comportamiento ciclico en el area sembrada con colza

en el pais durante los ultimos afios (MAGyP, 2017).

Por el hecho de que su domesticacion es reciente, en comparacion con otros cultivos del
género, la colza todavia retiene caracteristicas silvestres como un rapido desarrollo, alta
plasticidad, maduracion reproductiva acelerada, alta capacidad reproductiva y una
significativa dehiscencia del fruto (Gulden et al., 2003b; Hall et al., 2005). La especie B.
napus no se conoce en estado silvestre, hecho que refuerza las teorias de su origen en
ambientes cultivados (Prakash et al.,, 2012). Sin embargo, debido a la significativa
dehiscencia del fruto, durante la cosecha se pierden cantidades considerables de semilla
que guedan en el suelo (Gulden et al., 2003b; Pivard et al., 2008). Las semillas de B.
napus tienen la capacidad de sobrevivir en el mismo y, bajo cierto tipo de condiciones,
entrar en dormicién secundaria para emerger posteriormente como plantas voluntarias
(Landbo y Jorgensen, 1997; Gulden et al.,, 2008). Estas poblaciones pueden persistir
hasta cinco afios posteriores a un cultivo de colza (Simard et al., 2002; Gulden et al.,
2003a; Lutman et al., 2003), e incluso se ha documentado un caso con una duracién de
hasta siete afos (Beckie y Warwick, 2010).

Por otro lado, el tamafo relativamente pequefio de la semilla (Pigoo = 4 Q) Y una
esfericidad del 93%, que le brinda alta capacidad de rodadura (Kocabiyik et al., 2004),
generan que la misma se filtre con mucha facilidad a través de grietas u orificios
existentes en las maquinarias agricolas y/o contenedores, provocando grandes pérdidas
durante el transporte y almacenamiento (Von der Lippe y Kowarik, 2007). De esta forma,
las plantas derivadas de cultivos pueden escapar hacia ambientes naturales o semi-
naturales, retornando total o parcialmente a un estado de-domesticado, convirtiéndose en
poblaciones ferales (Pivard et al., 2008). Estas comunidades suelen desarrollarse en
hébitats ruderales como espacios no cultivados, margenes de los cultivos, vera de rutas,
caminos, zanjas, vias férreas, obras en construccion, instalaciones de almacenamiento y
procesamiento de granos, puertos y baldios (Pivard et al., 2008; Devos et al., 2012). Las
poblaciones ferales dependen del auto-reclutamiento y/o de la caida de semillas en el
transporte para evitar la extincion (Yoshimura et al.,, 2006; Pivard et al., 2008). Por lo
tanto, la probabilidad de persistencia a largo plazo es menor, si bien se han documentado
casos de hasta al menos 8 afios de persistencia, lo mas comin en poblaciones sin
disturbio, es que desaparezcan luego de 3 o0 4 afios (Crawley y Brown, 1995, Pessel et al.,
2001; Busi y Powles, 2016).
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Plantas voluntarias de B. napus suelen encontrarse en areas de cultivo de colza-canola al
oeste de Canada y en los Estados Unidos. En Canad4, la aparicion de plantas voluntarias
de B. napus ha aumentado en las Ultimas tres décadas, considerandose una de las 10
malezas mas frecuentes para mediados de los 90’ (Gulden et al., 2008; Simard et al.,
2002). Poblaciones ferales de B. napus han sido detectadas en regiones del mundo
donde el cultivo tiene gran difusién, incluyendo paises de Europa, Estados Unidos y
Canada (Devos et al., 2012).

Las malezas constituyen una restriccion muy importante en la mayor parte de los sistemas
cultivados de todo el mundo debido a que su presencia ocasiona perjuicios econémicos
de mayor o menor grado de severidad. La denominacion de “maleza” ha sido aplicada por
el hombre a diferentes poblaciones de especies vegetales (Scursoni, 2009). Harlan y De
Wet (1965) definieron como maleza a todo organismo vegetal no deseado que se
desarrolla en habitats alterados por el hombre. El concepto tiene un origen
antropocéntrico, ya que en realidad no existe ninguna caracteristica morfolégica o
fisiologica que permita caracterizar a una especie vegetal como maleza. Asi, existen
algunas especies que de acuerdo con el sitio y momento donde crecen pueden ser
consideradas cultivos o malezas (Harlan, 1992). Un ejemplo podria ser el nabo que
comprende formas mejoradas de B. rapa, pero ademas se la considera una importante
maleza en varias regiones del mundo, incluso en nuestro pais donde se encuentra
ampliamente distribuida (Marzocca, 1976, 1994; Martinez-Laborde, 1999).

Por otro lado, la colza en la Argentina resulta una alternativa interesante a los cereales
invernales, por su ciclo vegetativo de invierno-primavera (Prioletta et al., 2015). Los
cultivares de esta especie pueden clasificarse fisiolégicamente en dos tipos o grupos. Las
variedades de tipo primaveral, florecen temprano sin vernalizacién. Mientras que por el
contrario, las variedades de tipo invernal requieren periodos prolongados de bajas
temperaturas para poder entrar en la etapa reproductiva (Hawkins et al., 2002; Wang et
al.,, 2011). En Argentina, los cultivares comerciales de colza pertenecen solamente a la
especie B. napus (Iriarte y Valetti, 2008; INASE, 2017). Ademas, en nuestro pais no se
cultivan variedades transgénicas, han sido prohibidas debido a las restricciones que
implica la existencia de parientes silvestres naturalizados con los cuales puede haber flujo
génico (SAGPYA, Resolucion 228/97). Sin embargo, a pesar de que el riesgo ambiental
de flujo génico no es diferente para cultivos genéticamente modificados y cultivos

similares obtenidos por mejora convencional (Dyer, 1994; Senior y Dale, 2002), se ha



25

avanzado en la introduccién de lineas no transgénicas con resistencia a herbicidas
(INASE, 2017).

El flujo de genes se produce habitualmente debido al intercambio de polen entre
individuos formalmente considerados una especie 0 entre especies emparentadas. El
cultivo, las poblaciones ferales y los voluntarios, pueden servir como fuente de polen para
el flujo génico entre especies (Poverene y Ureta, 2004; Liu et al., 2013). Sin embargo,
este no es el Unico mecanismo de dispersién de los genes del cultivo, también lo es la
semilla. La migracién de semilla se puede dar en el tiempo, a través de plantas voluntarias
y/o en el espacio a través de poblaciones ferales (Devos et al., 2012). Esta migracion
puede resultar en nuevas fuentes de plantas que introducen transgenes en localidades y
afios donde la colza no esta presente (Liu et al., 2013). Las poblaciones ferales suelen
tener floracién prolongada, en alta coincidencia con las especies silvestres (Pessel et al.,
2001; Gruber y Claupein, 2007). Comprender y manejar el flujo génico en agro-
ecosistemas es importante ya sea para proteger a los cultivos de la contaminacién con
malezas o plantas voluntarias, o para prevenir la posible transferencia de transgenes

desde los cultivos a sus parientes silvestres (Pivard et al., 2008).

Si bien B. napus es una especie prevalentemente autbgama, de polinizacién anemdfila y
entomdfila, se han reportado tasas de entrecruzamiento que varian entre un 12% y un
47%, con un promedio del 34% (Becker et al., 1992). Inclusive el polen de esta especie se
ha detectado hasta a 1,5 km de distancia del cultivo debido al transporte anemdfilo
(Timmons et al., 1995). Por otro lado, B. rapa es una alégama obligada, y tiene un alto
potencial de hibridacién con la colza cultivada en forma espontanea debido a que ambas
comparten el genoma A de las Brasicaceas (Snow et al., 1999; Warwick et al., 2003). Los
genomas A y C son lo suficientemente similares como para permitir recombinaciones
intergenémicas entre ellos, por lo que repetidas retrocruzas de los hibridos
interespecificos con B. rapa eventualmente resultaran en la pérdida del ADN no
recombinado del cromosoma C (Snow et al., 1999). Si bien la ocurrencia de eventos de
hibridacion e introgresién es posible, la probabilidad es generalmente baja aunque varia

con la especie y las circunstancias (Legere, 2005; Devos et al., 2009).

Los factores mencionados generan que la principal preocupacion sea que los genes con
resistencia a herbicidas pueden ser transferidos por polinizacion a la maleza

emparentada, confiriéndole una ventaja adaptativa, y de esta manera, que se genere un
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impacto agroecolégico indeseable (Dyer, 1994). Un biotipo se considera resistente a un
herbicida cuando presenta la caracteristica heredable de sobrevivir a la dosis
recomendada del herbicida, mientras que para el biotipo silvestre esta dosis resulta letal
(Holt et al., 1993; Heap, 2005). Ya en el afio 1994, Jorgensen y Andersen advertian que si
bien la presencia de B. rapa podria ser erradicada de los lotes de colza cuando los
mismos fueran resistentes a herbicidas, los genes de resistencia probablemente se
transferirian a la maleza por hibridacion y retrocruzas. Asi, el uso de esta tecnologia se
volveria inaplicable luego de algunos afos. Con tan solo dos o tres generaciones de
retrocruza, las plantas se vuelven morfolégica y citolégicamente indistinguibles de la
maleza, pero los genes de resistencia contindan expresandose (Warwick et al., 2008).

Una hibridacion exitosa resulta en hibridos interespecificos viables, en los cuales la
supervivencia y posterior reproduccion son esenciales para que ocurra flujo génico (Liu et
al., 2013). El fitness (o aptitud biolégica) se define como la habilidad de los organismos, o
mas raramente, de las poblaciones o0 especies, para sobrevivir y reproducirse en el
ambiente en el que se encuentran (Orr, 2009). Los hibridos de primera generacion entre
B. napus y B. rapa presentan una produccion de semillas intermedia (Hauser et al.,
1998b; Hauser et al., 2003) o menor a ambas especies progenitoras (Warwick et al., 2003;
Allainguillaume et al., 2006). Las generaciones tempranas generalmente exhiben menor
produccion de semillas que la especie pura B. rapa debido a desequilibrios meioticos
asociados a la presencia de cromosomas C univalentes (U, 1935; Jorgensen y Andersen,
1994).

Comprender la aptitud biol6gica asociada a los hibridos interespecificos es de vital
importancia para evaluar la evolucion de la poblacién (Ellstrand, 2003). A modo general, el
aumento de plantas introgresadas estables puede tomar varias generaciones, durante las
cuales, la seleccion reduce fuertemente la frecuencia de hibridos dentro de las
poblaciones. El costo en el fitness que supone la hibridacion, el numero desigual de
cromosomas acumulados durante generaciones y la recombinacién o perdida del
cromosoma en el que se encuentra el gen de resistencia, haria improbable que el mismo

se propague entre y dentro de las poblaciones silvestres (Liu et al., 2013).

Sin embargo, la presion de seleccion debido a aplicaciones repetidas de herbicidas con el
mismo sitio de accién es otro factor de suma importancia, sino el mas importante, en la

evolucion de biotipos resistentes (Beckie, 2006a; Neve et al., 2014). En Argentina, la
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produccién de cultivos extensivos es muy dependiente del control quimico de malezas.
Existe una idea generalizada que los costos y esfuerzos que demanda prevenir la
aparicion de biotipos resistentes a herbicidas es similar a la que demanda controlarlos,
por lo tanto, los productores usualmente no modifican su modelo de control de malezas
hasta que la resistencia se encuentra presente (Papa y Tuesca, 2014). Por el contrario, la
prevencién puede costar significativamente mucho menos que lidiar con la resistencia una
vez que esta se encuentra totalmente desarrollada (Beckie, 2006a). El manejo de la
resistencia a herbicidas depende de dos estrategias fundamentales: reducir la presion de
seleccidn diversificando el control de malezas, y minimizar la dispersion de la resistencia a
través del movimiento de polen, la produccién de semillas y la diseminacion de
propagulos (Norsworthy et al., 2012). En este sentido, el uso de herbicidas alternativos, la
mezcla de distintos modos de accion, la integracion de practicas mecanicas, la rotacion de
cultivos, la inclusién de cultivos de cobertura, entre otros factores, son requeridos para

disminuir la presion selectiva (Beckie, 2006a).

El uso de marcadores moleculares tanto para la deteccion de hibridos interespecificos,
como para la deteccion y cuantificaciéon de OGMs en diversos cultivos se ha difundido en
los ultimos afios, especialmente aquellos basados en el método de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) debido a la naturaleza estable de la molécula de ADN y a la
sensibilidad de esta tecnologia (Demeke y Ratnayaka, 2008). Entre ellos un marcador
ampliamente utilizado lo constituyen los microsatélites (SSR), que han sido reconocidos
como marcadores moleculares Utiles en mejoramiento asistido por marcadores, analisis
de diversidad genética, andlisis de poblaciones y otros propdsitos en varias especies
(Gupta y Varshney, 2000). Se han aislado varios SSR en especies del género Brassica,

especialmente en B. napus (Suwabe et al., 2002).

En el afio 2008, el grupo de investigacion del Departamento de Agronomia de la
Universidad Nacional del Sur® en cooperacién con empresas privadas (Dow Agrosciences
y BASF Argentina S.A.), detectaron la presencia de una poblaciéon de B. rapa que se
encontraba en floracién simultanea con un cultivar de colza de ciclo primaveral, resistente
a imidazolinonas, y otro cultivar de ciclo invernal, susceptible a esta familia de herbicidas.
La misma se ubicaba dentro del establecimiento “la Isaura” del partido de Balcarce en la

provincia de Buenos Aires. Se colectaron muestras de semilla de los individuos B. rapa y

°gl grupo responsable del Departamento de Agronomia, Universidad Nacional del Sur estuvo conformado por
el Dr. Claudio Pandolfo, Dr. Alejandro Presotto, Dra. Soledad Ureta, Dra. Agustina Gutiérrez, Dr. Miguel
Cantamutto y Dra. Ménica Poverene.
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la poblacién fue monitoreada hasta el afio 2014. A partir del trabajo de investigacion
efectuado, se realiz6 una publicaciéon cientifica en una revista con referato (Ureta et al.,
2017).

En 2012, varias poblaciones de B. napus que habian sobrevivido a la aplicacion de
glifosato fueron halladas en campos del SE de la provincia de Buenos Aires por personal
técnico de la empresa BASF Argentina S.A. Simultdneamente, poblaciones naturales de
B. rapa con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de AHAS se detectaron en la
misma region (Figura 2). El grupo de trabajo realiz6 la caracterizacion de las condiciones
agroecolégicas en las cuales se desarrollaron las poblaciones resistentes a glifosato, la
clasificacién taxonémica y establecié el perfil de resistencia al glifosato y otros herbicidas
que se podrian emplear como alternativas de manejo para retrasar la expansion de las
poblaciones. Ambos hallazgos fueron denunciados en la Red de Conocimiento en
Malezas Resistentes (REM, 2014a, b), en jornadas cientifico-tecnoldgicas (Pandolfo et al.,
2013), en publicaciones cientificas con referato (Pandolfo et al., 2016; Pandolfo et al.,
2018), mientras que el caso de B. rapa también se encuentra denunciado en el
International Survey of Herbicide Resistant Weeds (Heap, 2018).
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Figura 2. Produccion de colza en tn para los departamentos de la provincia de Buenos Aires
durante la campafia 2008/2009 (A) y 2012/13 (B). Fuente: Ministerio de Agronindustria.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis fue estudiar el flujo génico desde Brassica napus hacia la
maleza B. rapa, determinar la presencia y transferencia de resistencia a herbicidas, y

efectuar la caracterizacion morfolodgica y molecular de los individuos resistentes.

Hipotesis y Objetivos

Hipotesis 1: La progenie de la poblacién B. rapa colectada en Balcarce incluye plantas
tipicas e individuos fuera de tipo. Estos ultimos, originados por cruzamientos
interespecificos entre la maleza y dos cultivares de colza, uno de tipo invernal y, otro
primaveral y resistente a herbicidas.

Predicciones 1: Las plantas fuera de tipo se podran identificar y caracterizar a partir de
descriptores morfologicos. Los hibridos interespecificos que provengan del cruzamiento
con el cultivar primaveral no presentaran requerimientos de vernalizacion para alcanzar la
etapa reproductiva. Los hibridos interespecificos entre la maleza y el cultivar invernal

necesitaran acumular horas frio para alcanzar la etapa reproductiva.

Objetivo 1: Detectar evidencias de flujo génico, caracterizar los hibridos entre Brassica
napus y B. rapa, y estimar la proporcion de estos individuos que deriven de cruzamientos
con el cultivar invernal y con el primaveral en la progenie de la poblacién B. rapa

colectada en el partido de Balcarce.

Hipotesis 2: La frecuencia de individuos resistentes a imidazolinonas en la poblacién de

B. rapa de Balcarce disminuye en los afios subsiguientes al evento de hibridacion.

Predicciones 2: Los hibridos cultivo-maleza con el caracter de IMI-resistencia seran
detectable en los primeros afios luego del evento de hibridacion. Sin embargo, debido a la
baja aptitud biolégica de los hibridos, junto a la rotacion de cultivos y los modos de accion
de herbicidas utilizados, la supervivencia de estos individuos disminuird y no seran

detectables en la poblacién B. rapa de Balcarce.

Objetivo 2: Determinar la proporciéon de individuos IMI-resistentes en la progenie de la
poblacion B. rapa del partido de Balcarce, establecer su caracter hibrido, y estudiar la

evolucion de la frecuencia de las plantas resistentes.
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Hipotesis 3: En poblaciones del género Brassica colectadas en diversos sitios de la
region pampeana, es factible detectar individuos resistentes a glifosato y/o identificar otros

eventos biotecnol6gicos asociados a este (e.g.: resistencia a glufosinato de amonio).

Predicciones 3: Nuevas poblaciones Brasicaceas con resistencia a glifosato podrian ser
halladas en la region pampeana, asi como poblaciones del género Brassica con
resistencia a glufosinato de amonio. La resistencia a ambos herbicidas sera de origen

transgénico.

Objetivo 3: Relevar la sensibilidad a glifosato y glufosinato de amonio en poblaciones de
colza y nabo silvestre colectadas en la regién pampeana y confirmar la presencia del

evento transgénico correspondiente.
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CAPITULO |
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y FENOLOGICA DE HIBRIDOS

INTERESPECIFICOS ENTRE Brassica napus y B. rapa

Introduccion

La hibridacién entre cultivos y malezas es uno de los procesos evolutivos que desafian la
tecnologia agricola moderna, debido a sus consecuencias impredecibles en la dinamica
de las poblaciones. Para que se verifiqgue una hibridacién introgresiva exitosa, los
parientes cultivados y las malezas deben coexistir, tener periodos de floracién
coincidentes, compartir polinizadores, ser sexualmente compatibles, producir semilla
viable y progenie fértil, luego los rasgos introducidos deben persistir en las poblaciones

silvestres naturales (Ellstrand, 2003; Devos et al., 2009).

La hibridacion y posterior introgresion entre las especies emparentadas B. napus y B.
rapa ha sido estudiada extensamente tanto a nivel morfolégico, citolégico y molecular (U,
1935; Jorgensen y Andersen, 1994; Landbo et al., 1996; Scott y Wilkinson, 1999; Hansen
et al., 2001; Halfhill et al., 2002; Warwick et al., 2003; Wilkinson et al., 2003;
Allainguillaume et al., 2006; Simard et al., 2006; Luitjen et al., 2014). Brassica rapa tiene
un alto potencial de hibridacién con la colza cultivada en forma espontanea (Warwick et
al., 2003) y la incorporacién de genes del cultivo en la maleza se ha demostrado de forma
empirica (Liu et al. 2013).

Distintas frecuencias de hibridacién se han obtenido dependiendo de las distancias y la
proporcion relativa de cada especie, siendo este Ultimo factor el mas importante cuando
las plantas se encuentran en cercania (Halfhill et al., 2004). B. napus es una especie
predominantemente autocompatible (70% en promedio), mientras que B. rapa es
considerada de fecundacion cruzada obligada debido a un sistema de
autoincompatibilidad esporofitica (Warwick et al., 2003; Gulden et al., 2008; Liu et al.,
2013). Ademas, el tubo polinico de esta Ultima presenta un menor desarrollo cuando
crece en el estilo de B. napus que cuando lo hace el polen con-especifico, mientras que la
germinacion de polen no presenta diferencias cuando las dos especies lo hacen en el
estilo de B. rapa. Esto genera que la hibridacion interespecifica sea mas frecuente cuando

B. rapa actia como madre (Hansen et al., 2003). Si bien el potencial es alto, en general
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las frecuencias de hibridacién suelen ser bajas (0,4-17,5%) (Landbo et al., 1996; Scott y
Wilkinson et al., 1999; Warwick et al., 2003; Wilkinson et al., 2003; Simard et al., 2006).
Sin embargo, se ha demostrado que cuando plantas de nabo silvestre actGan como
madre y se encuentran dentro de lotes de colza ampliamente dispersas entre si, esta

frecuencia puede alcanzar hasta un 93% (Jorgensen y Andersen, 1994).

En poblaciones de B. rapa simpatricas al cultivo se esperaria encontrar rasgos
caracteristicos de B. napus provenientes de la introgresion de genes del cultivo hacia la
maleza, mientras que en poblaciones alopétricas esos caracteres estarian ausentes. La
colza se diferencia morfolégicamente del nabo silvestre debido a que en estado vegetativo
presenta hojas glaucas y glabras, mientras que la maleza posee hojas que tienen pelos
cortos y suaves con una base ligeramente bulbosa (tricomas) especialmente sobre la cara
superior (Marzocca, 1994; Gulden et al., 2008). En estado reproductivo, es caracteristico
de B. napus la disposicién de los pimpollos florales por encima de las flores abiertas
mientras que, por alargamiento de los pedicelos, en B. rapa son las flores abiertas las que
se encuentran por encima de los pimpollos (Pascale, 1976; Marzocca, 1994). Ademas,
otra caracteristica diferencial es la relacion largo de rostro:largo de valva, que en los
cultivos de colza toma valores de entre 1:5 a 1:6 y en el nabo lo hace entre 1:2 y 1:3
(Mulligan, 2008).

Una vez iniciada la floracibn en la colza, esta se extiende por un periodo de
aproximadamente 30 a 35 dias (Iriarte y Valetti, 2008). El control del momento de inicio de
esta etapa depende de ciertos factores ambientales y genéticos (Nanda et al., 1996).
Entre los factores del ambiente se encuentran la temperatura, el fotoperiodo y la
vernalizacion, la cual define el grupo fisioldgico (Hawkins et al., 2002; Gomez y Miralles,
2011; Gémez et al., 2018). Los cultivares de B. napus pueden clasificarse fisiolégicamente
en dos tipos o grupos. Las variedades de tipo invernal pasan el invierno en estado de
roseta y completan su desarrollo en primavera. Durante el periodo invernal, deben cubrir
obligadamente un requerimiento de vernalizacion para poder entrar en la etapa
reproductiva, este requerimiento se cumple por exposicion prolongada a bajas
temperaturas. Las variedades de tipo primaveral, por otro lado, tienen un requerimiento de
vernalizacion débil y florecen bajo condiciones favorables (Hawkins et al., 2002). En
nuestro pais se encuentran disponibles cultivares de ambos grupos, ocupando las

primaverales una mayor proporcion (Schwab, 2010; Iriarte y Lépez, 2014; INASE, 2017).
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Ademas de las horas de frio acumuladas, la duracién de periodo en que las plantas estan
expuestas a la luz solar (fotoperiodo) es otro factor ambiental importante en la induccion
floral, siendo la colza una especie con respuesta a dias largos (Iriarte y Valetti, 2008;
Wang et al., 2011). Sin embargo, es la temperatura el factor que mayor importancia
presenta en la duracion de las etapas de crecimiento y desarrollo (Weymann et al., 2015).
Es la Unica variable ambiental que afecta a todos los cultivares a lo largo de todo el ciclo,
de forma tal que cuando esta aumenta, la duracién de las etapas se acorta (Gomez et al.,
2018).

Los requerimientos de vernalizacion parecen cubrir un amplio espectro de respuestas que
van desde requerimiento débil hasta obligado. Los genotipos con requerimiento de
vernalizacion obligado, se los denomina de respuesta cualitativa y es la que se observa
en la mayoria de los materiales invernales (Hawkins et al., 2002). Sin embargo, el tiempo
a floracién es un caracter de herencia cuantitativa (Raman et al., 2013). En B. napus y
otras especies del género Brassica relacionadas se han mapeado varios loci de
caracteres cuantitativos (QTL) asociados a este rasgo con efectos importantes y alta
heredabilidad (Wang et al., 2011). Inclusive, Jorgensen y Andersen (1994) encontraron
que si bien las plantas de B. rapa no requerian vernalizacién, los hibridos interespecificos
con un cultivar de B. napus vernalizante necesitaban de un tratamiento en frio para iniciar

la floracion.

En la especie modelo Arabidopsis thaliana, bajo condiciones de dias alargandose, se
activan genes de distintas vias metabdlicas de las cuales el producto final es una sefial
que se transporta al meristema apical e inicia la floracion (Turck et al., 2008). Estas
sefiales, se encuentran reprimidas por el factor de transcripcién Locus de Floracion C
(FLC), sin embargo, la vernalizacion reprime la expresiéon de FLC, permitiendo la
induccién de la floracion. Tanto FLC como su inductor FRIGIDA (FRI), son determinantes
mayoritarios de la variacion natural en el tiempo a floracién para esta especie (Wang et
al., 2011). En B. napus se han aislado regiones homélogas a estos genes de Arabidopsis
(Wang et al., 2011; Raman et al., 2013).

La poblacion de B. rapa del partido de Balcarce, se encontré en floracion simultanea en el
mismo sitio y campafia con un cultivar de colza invernal y uno primaveral con tolerancia a
imidazolinonas. La presencia de hibridos cultivo-maleza con resistencia a herbicidas junto

con plantas voluntarias, las cuales surgen de semillas que caen al suelo en el momento
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de la cosecha y/o por contaminacion proveniente de maquinarias agricolas (Gulden et al.,
2003a; Gruber y Claupein, 2007), suponen un riesgo ambiental en el sistema productivo.
Sin embargo, individuos producto de la cruza interespecifica con un cultivar invernal
susceptible, podrian diluir el efecto del polen con genes de resistencia y, de esta manera,
disminuir la tasa de introgresion de este rasgo en la maleza. Conocer o estimar la
proporcion de individuos provenientes del cruzamiento con el cv. invernal o el primaveral,
permitira realizar una mejor evaluacién del riesgo de transferencia de IMI-resistencia a la

maleza B. rapa.

Los objetivos particulares de esta seccién fueron: 1) Detectar evidencias de flujo génico
en la progenie de la poblacion B. rapa; 2) Caracterizar a los hibridos cultivo-maleza e
identificar marcadores morfol6gicos Utiles para sudeteccion; 3) Estimar la proporcién del
flujo génico desde dos cultivares de colza hacia poblaciones de B. rapa, a través de la

presencia de requerimientos de vernalizacion.

Materiales y Métodos

Material vegetal

En la primavera del afio 2008 en el establecimiento la Isaura, se encontraban sembrados
tres lotes de cultivo con colza cv. Nexera 8450 (NEX) y dos con el cv. Gospel (GOS). El
cultivar NEX presenta resistencia a herbicidas de la familia de las imidazolinonas y es de
ciclo primaveral, mientras que GOS es susceptible a este grupo de herbicidas y tiene
requerimientos de vernalizacion. En los lotes de colza se encontré presencia de B. rapa
sobre los bordes (< 10 m), junto con una alta densidad de otras malezas. Las condiciones
de floracién simultanea cultivo-maleza fueron constatadas por el grupo de investigacion
(Figura 1.1). Al momento de madurez se tomaron muestras de silicuas de las poblaciones
en dos sectores distintos, denominando a las colecciones como BAL1 y BAL2 (Figura

1.2). Ambas poblaciones se hallaban en numero menor a 50 plantas.

Como control se utilizé una poblacion de B. rapa (JUA) sin contacto con cultivos de colza,
colectada en 2008 sobre el margen este de la Ruta Provincia N° 74, entre Benito Juarez y
Tandil. La poblacion se encontraba muy extendida (n >1000) en un area aislada, no
cultivada. La susceptibilidad de la poblacion JUA a imidazolinonas fue comprobada en

experimentos previos a esta tesis.
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Figura 1.1. Floracién simultanea de la poblacién de B. rapa BALL1 lindera al cultivar de colza
NEXERA 8450 durante la primavera de 2008.

Figura 1.2. Ubicacion de los dos cultivares de colza y las accesiones de nabo silvestre BAL1 y BAL
2 colectadas dentro del establecimiento la Isaura, en el partido de Balcarce.

NEX: Cultivar de colza NEXERA 8450 (resistente a imidazolinonas); GOS: Cultivar de colza
GOSPEL (susceptible a imidazolinonas).
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Caracterizacion morfologica de hibridos putativos

La caracterizacion se realizé en un jardin comun durante dos ciclos (afios 2012 y 2016) en
el campo experimental del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del
Sur ubicado en la localidad de Bahia Blanca, Buenos Aires (S 38° 41’ 38” O 62° 14’ 53”).
Para el estudio se realiz6 una mezcla o bulk de las accesiones BAL1 y BAL2 y se
sembraron las semillas en bandejas plasticas para almacigos de 54 x 27 cm, con 128
celdas para cria de plantines, logrando un total de 1024 individuos en ambos ciclos. Se
utilizé sustrato comercial en base a turba (Grow Mix ® Terrafertil) y las bandejas se
mantuvieron en invernaculo, con riego diario automético. Cuando las plantulas se
encontraban en un estadio de 2-4 hojas (estadio B2-B4 de la escala CETIOM; Arnoud,
1989) se seleccionaron individuos fuera de tipo (FT) en base a la presencia de caracteres
propios del cultivar de colza (forma y color de hoja basal). Estas plantas fueron
trasplantadas a macetas de 10 L y se ubicaron dentro de una carpa cubierta con malla
antiafidos, provista de riego automatico. A lo largo de ambos ciclos se realizaron dos
aplicaciones de fertilizante liquido (Chase LI, 5-3-3) y se control6 la presencia de pulgén
de las Brasicaceas (Brevicoryne brassicae) mediante Point 35 Gleba (imidacloprid 35%,
SC, 0,5 mL ha) a medida que se consideraba necesario en cada caso. A comienzos del
periodo reproductivo se colocaron las macetas a campo abierto, en un sector levemente
aislado de otras Brasicaceas (> 100 m) y la polinizacion fue efectuada a través de agentes
naturales. En plena etapa reproductiva (estadio F2, CETIOM) se realizdé una purificacion
de individuos que no se ajustaban a los parametros de un individuo FT y, por el contrario,
se asemejaban al control JUA. Finalmente, fueron caracterizados 61 individuos FT en el
afo 2012 y 47 individuos en el ciclo 2016.

A modo de control, se sembré el cultivar comercial NEX provisto por la empresa obtentora
y la poblacion de B. rapa JUA. De cada uno de los controles correspondientes al ciclo
2012 fueron trasplantadas 15 plantas a macetas de 10 L (unidad experimental) para su
caracterizacion morfolégica en el mismo ambiente y con el mismo manejo que los
individuos FT. En el segundo ciclo, correspondiente al afio 2016, a modo de control se
trasplantaron 30 individuos NEX y 15 JUA.

La caracterizacion fenotipica se realiz6 utilizando 31 descriptores del International Board
for Plant Genetic Resources (IBPGR, 1990) y otros disponibles en bibliografia

especializada (Pascale, 1976; Mulligan, 2008). La evaluacién comprendié 23 caracteres
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cualitativos y 8 métricos: 4 caracteres generales de la planta, 1 del cotiled6n, 16 de la
hoja, 2 de la flor, 6 del fruto y 2 de la semilla (Tabla 1.1). Las variables cualitativas fueron

transformadas en categorias previo a su analisis estadistico.

Se utiliz6 un disefio en bloques completos, considerando a los afios como bloques, los
biotipos (FT, NEX y JUA) como tratamientos y los valores de cada planta individual como
repeticiones. Todos los andlisis estadisticos de esta tesis fueron efectuados a través del
paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2017). Para analizar y comparar los rasgos
métricos se realizé un analisis de la varianza utilizando la funcién gls del software R (a
través de Infostat), que permitié estimar los valores medios de cada descriptor métrico,
corrigiendo el desbalance en el nimero de plantas entre tratamientos y la falta de
homocedasticidad para algunas variables estudiadas por el método de maxima
verosimilitud restringida (REML). Las medias fueron comparadas mediante la prueba de

comparacion de Fisher para p < 0,05.

Para estudiar la semejanza entre las poblaciones se realizé un andlisis multivariado
utilizando por separado los descriptores métricos y categoéricos. En el caso de los
categoéricos, se consideroé la frecuencia de cada una de las clases determinadas en cada
poblacion en donde existia variacion entre poblaciones y se realizaron dos analisis de
coordenadas principales. Uno con el total de los individuos particionados por biotipo, y
otro adicionandole a la media de cada biotipo un arbol de recorrido minimo con distancia
Euclidea para estimar la distancia en el espacio original entre las poblaciones. Para los
rasgos métricos, se efectué un analisis de componentes principales seleccionando los
caracteres que explicaban un mayor porcentaje de la variabilidad presente entre

poblaciones.
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Tabla 1.1 Descriptores utilizados para la caracterizacion fenotipica de los biotipos BN, BR y FT.

Descriptor

Fuente

Organo

Detalle

Descriptores categoricos

Retencion del cotileddn

Habito de crecimiento de la planta

Color de hoja de plantula

Hoja de plantula (incisiones)

Pubescencia de la hoja

Angulo de la hoja

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR
IBPGR

Cotiledodn

Planta

Hoja

Hoja

Hoja

Hoja

Caida de los cotiledones al poco tiempo de la aparicion de las
primeras hojas verdaderas o retencién de los mismos por mayor
tiempo.

Clasificacién del tipo de planta: Tallo acortado, no ramificado,
sosteniendo hojas en rosetas o terminando en una cabeza con
hojas; ramificaciones extremadamente cortas formando una
corona con hojas; tallos elongados y/o alargados, no ramificados,
sosteniendo hojas y/o una cabeza; tallo elongado, no ramificado,
sosteniendo pimpollos axilares compactos; ramificaciones
elongadas sosteniendo cabezas y/o hojas; tallos elongados, no
ramificados, terminando en @&pices florales o pre-florales
alargados; ramificaciones elongadas terminando en apices
florales o pre-florales alargados; raiz alargada; u otro.
Clasificacién en el estadio de 5 hojas: Verde glauco, verde
amarillento, verde claro, verde, verde oscuro, verde purpura,
parpura u otro.

Incisiones marginales en estadio de 5 hojas: entera, crenada,
dentada, aserrada, ondulada, doble dentada u otra.

Presencia o ausencia de tricomas en el estadio de 5 hojas.

Clasificacién del angulo del peciolo con la horizontal, en la hoja



Forma de la hoja

Division de la hoja (margen)

Division de la hoja (incisiones)
Forma del apice de la hoja

Color de la hoja

Color de la nervadura central
Pubescencia de la planta

Forma de la hoja superior

Divisién de la hoja (margen) superior

Hoja abrazadora

Disposicion de flores

IBPGR

IBPGR

IBPGR
IBPGR

IBPGR

IBPGR
IBPGR

Adaptado de IBPGR

Adaptado de IBPGR

Pascale, 1976;
Mulligan, 2008

Pascale, 1976

Hoja

Hoja

Hoja
Hoja

Hoja

Hoja
Planta

Hoja

Hoja

Hoja

Flor
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mas expandida: Erecto (>87°), abierto (=67°) semipostrado (=45°),
postrado (<30°), horizontal (=0°), u oblicuo (>-10°).

Clasificacibn en la hoja mas expandida: Orbicular, eliptica,
obovada, espatulada, ovada, lanceolada, oblonga u otra.
Clasificacibn en la hoja méas expandida: Entera, crenado,
dentada, aserrada, ondulada, doble dentada u otra.

Clasificacién en la hoja mas expandida: Entera, sinuada, liriada,
lacerada u otra.

Apice agudo o redondeado en la hoja mas expandida.
Clasificacion en la hoja mas expandida: Verde amarillenta, verde
claro, verde, verde oscura, verde purpura, parpura u otra.
Clasificacién en la hoja mas expandida: Blanca, verde claro,
verde, purpura, roja u otra.

Presencia o ausencia de pubescencia en el tallo floral.
Clasificacién de las hojas sobre el tallo floral: Orbicular, eliptica,
obovada, espatulada, ovada, lanceolada, oblonga u otra.
Clasificacién de la hoja sobre el tallo floral: Entera, dentada,
aserrada, ondulada u otra.

Hojas sobre el tallo floral completamente abrazadoras son
caracteristicas de B. rapa, hojas sobre el tallo floral parcialmente
0 no abrazadoras son caracteristicas de B. napus.

Pimpollos por debajo de las flores abiertas es caracteristico de B.

rapa, por encima de las flores abiertas es caracteristico de B.



Color de pétalos

Sincronia

Superficie de la silicua

Actitud de la silicua

Color de la semilla

Semillas por silicua

Descriptores métricos
Largo de hoja

Ancho de hoja

Relacion ancho:largo de la hoja

Largo de valva

Ancho de valva

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR
IBPGR

IBPGR

IBPGR

IBPGR

Flor

Planta

Fruto

Fruto

Semilla

Semilla

Hoja

Hoja
Hoja
Fruto

Fruto
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napus.
Clasificacién de pétalos: Blanco, amarillo palido, amarillo, amarillo
anaranjado, rosa, rojo, purpura u otro.

Clasificacién de la sincronia floral entre plantas del mismo biotipo:
Baja (inicio de floracion dispersa en varias semanas), intermedia,
o alta (inicio de floracién dispersa en pocos dias).

Clasificacién de la superficie de la silicua: lisa, ondulada o con
constricciones entre semillas.

Clasificacién de la actitud de la silicua con respecto al tallo:
erecta, colgando o apuntando hacia abajo.

Clasificacién del color primario de la semilla: Amarilla, marrén
amarillenta, marron clara, marréon, marrén oscura, marrén rojiza,
negro azulada, negro grisacea u otra.

Clasificacién del numero de semillas por silicua madura (n=3) de
cada planta individual: Pocas (<10 semillas), intermedio (11-21

semillas), muchas (<21 semillas).

Largo de la lamina (cm), en la hoja mas expandida.
Ancho de la ldmina (cm), en la hoja méas expandida.
Relaciones mayores a 1 revelan hojas ensanchadas y menores a

1, alargadas.

Largo de la valva (cm).

Ancho de la valva (cm).
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Relaciones de 1/3 a 1/2 (raramente 1/4) son caracteristicas de B.

Relacién largo de rostro:largo de valva Mulligan, 2008 Fruto rapa, relaciones de 1/5 a 1/6 (raramente 1/7) son caracteristicas
de B. napus.
Largo de silicua Adaptado de IBPGR Fruto Suma de largo de valva y largo de rostro (cm).

Altura desde el suelo hasta la punta del apice floral (cm), previo a
Altura IBPGR Planta
cosecha.
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Determinacion de requerimientos de vernalizacion

El experimento de vernalizacion se realizdé en dos fechas contrastantes: una temprana (VRN1) de
forma tal que se cubrieran los requerimientos de horas-frio necesarias para que se induzca la
floracién de los biotipos invernales, y una tardia (VRN2) en donde estos requerimientos no fueran
cubiertos. El disefio inicialmente se diagramé para realizarse en forma completamente aleatorizada
considerando dos factores fijos, la fecha de siembra (VRN1, VRN2) y los biotipos (NEX, GOS y
BAL1.2). Se consideraron como repeticiones a las plantas individuales por biotipo en cada fecha de
siembra. Debido a una sucesién de heladas post-trasplante, una gran cantidad de plantulas se
perdieron principalmente en la primera fecha de siembra, por lo que el experimento quedé

desbalanceado.

El experimento VRN1 se sembro el dia 15 de abril en forma similar a la realizada previamente para
la caracterizacion morfoldgica. Se lograron 640 individuos de las poblaciones BAL1 y BAL2,
mientras que se obtuvieron 128 individuos de los cultivares NEX y GOS. Treinta y tres dias después
de la siembra (DDS), cuando las plantulas se encontraban en un estadio B3-B4 de la escala
CETIOM se seleccionaron, sobre las accesiones BAL1 y BAL2, 45 individuos FT en base a los
criterios descriptos en la caracterizacion morfolégica. Las plantulas FT fueron trasplantadas al
campo experimental y se fertilizaron con fosfato di-amoénico (18-46-0) y urea (46-0-0). EI mismo dia
se trasplantaron también 45 individuos NEX y 45 GOS. Las plantas contaron con riego localizado
por goteo satisfaciendo las necesidades hidricas diarias. Debido a la mortalidad post-trasplante,
finalmente se lograron establecer 9 repeticiones para el tratamiento FT, 40 repeticiones para el

tratamiento NEX y 38 repeticiones para el tratamiento GOS.

El dia 22 de agosto se sembraron los individuos correspondientes a VRN2 en las mismas
condiciones iniciales que VRN1, pero totalizando 1280 individuos BAL (BAL1 y BAL2), 50 NEX y 40
GOS. A los 48 DDS se seleccionaron nuevamente individuos FT sobre plantulas en estadio B3-B4
(CETIOM). Se trasplantaron a campo 51 individuos FT, 50 individuos NEX y 20 individuos GOS, y
se fertiliz6 con fosfato di-aménico y urea. De las plantas trasplantadas se establecieron
efectivamente 47 repeticiones de los FT, 42 de NEX y 20 de GOS.

A modo de control, también se incluyeron 20 plantulas de la accesion de B. rapa JUA. Las mismas
fueron sembradas y trasplantadas a campo en las mismas condiciones que los biotipos
correspondientes a VRN2. Sobre ellas se tomaron datos fenoldgicos con el objeto de comprobar

que la maleza B. rapa no posee requerimientos de vernalizacion.
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Durante el transcurso del experimento, se realizé una aplicacion de 100 kg ha™ de urea granulada
en elongacién (estadio D, CETIOM) a todas las plantas en los dos experimentos, y se control6 la
presencia de pulgén de las Brasicaceas (Brevicoryne brassicae) en estado reproductivo (estadio F2,
CETIOM) con el mismo producto y dosis que en la caracterizacion morfoldégica. En todos los
individuos del biotipo FT de VRN1 y VRN2 se confirmé el caracter hibrido mediante las técnicas
moleculares detalladas en el Capitulo 2 con los marcadores BRMS005 y Aplc5Pr (ver detalle en

Capitulo 2, paginas 66-67).

Para evaluar los requerimientos de vernalizacién de los tres biotipos se tomaron datos de cuatro
variables asociadas a la fenologia de las etapas reproductivas en cada repeticién (Tabla 1.2). Con el
objetivo de individualizar los efectos de la temperatura respecto de la vernalizacion, la duracién de
las fases fenolbgicas se establecieron a través del tiempo térmico. Para el calculo diario se utiliz la

siguiente ecuacion:
Tiempo térmico = (T, — Tp)

En donde T,, es la temperatura media diaria y T, es la temperatura basal de crecimiento para B.
napus. En este experimentose utilizé una T, = 5 °C en base a Morrison et al. (1989) y Battisti et al.
(2013). Posteriormente se realizd la suma térmica acumulada de cada dia entre el momento de
trasplante a campo y el estadio fenoldgico especifico. El resultado fue expresado en grados dia (°C
d).

Tabla 1.2. Variables utilizadas para la caracterizacion fenoldgica de los biotipos NEX, GOS y FT. Fuente:
Iriarte y Valetti, 2008.

Estadio Fenoldgico Detalle

Sumas térmicas acumuladas desde el trasplante hasta
Elongacion del botén floral  la aparicién de un grupo de pimpollos florales en el

centro de la roseta desde el trasplante.

Sumas térmicas acumuladas desde el trasplante hasta
Antesis el momento de la apertura de la primera flor desde el

trasplante.

Sumas térmicas acumuladas desde el trasplante hasta
Comienzo madurez la caida de la ultima flor abierta en el tallo principal

desde el trasplante.

Sumas térmicas acumuladas desde antesis hasta

Periodo en floracién _
comienzo de madurez.
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Debido a que uno de los biotipos (GOS) no florecié6 en VRN2, ni siquiera luego de 3005 °C d (250
DDS), se procedid inicialmente al andlisis de los datos mediante un ANOVA doble considerando
dentro del factor biotipos solamente a los individuos NEX y FT. Luego, sobre las variables que
presentaban interaccién, se realiz6 un ANOVA simple para cada fecha de siembra por separado
considerando a los biotipos como factor fijo y los valores individuales de cada planta como
repeticiones. Para el caso del experimento VRN1, se incluyé también en este nuevo analisis al
biotipo GOS, debido a que las plantas de este cultivar si florecieron en esa fecha de siembra, y por
lo tanto se podia realizar el analisis con los tres tratamientos (NEX, FT y GOS), mientras que para
VRN2 solo se contd con los biotipos NEX y FT. Tanto para el ANOVA doble como para el ANOVA
simple efectuado sobre la primer fecha de siembra, se utiliz6 la funcién gls del software R (a través
de Infostat) para corregir el desbalance en el nimero de plantas entre poblaciones (asociado
principalmente a los pocos individuos del biotipo FT), y la falta de homocedasticidad. En el caso del
ANOVA simple efectuado sobre el experimento VRN2, no fue necesario modelar el desbalance. Las

medias estimadas fueron comparadas mediante la prueba de Fisher para p < 0,05.

Resultados

Caracterizacion morfolégica de hibridos putativos

Dentro de los 1024 individuos evaluados en cada ciclo, provenientes de la progenie de la poblacién
de B. rapa de Balcarce, se identificaron 61 individuos fuera de tipo en el afio 2012 y 47 en 2016,
resultando en un promedio de 5,28% entre los dos ciclos. Estos hibridos putativos mostraron
caracteres propios de B. napus tales como forma de hoja eliptica y color verde glauco en el estado
de roseta, y disposicién de los pimpollos por encima de las flores abiertas (Figura 1.3). Por su parte,
la poblacion JUA se caracteriz6 por poseer hojas basales verde violaceas a verde oscuras, y de

forma ovada o a veces eliptica.



Figura 1.3. A) Hoja basal eliptica, caracteristica del control NEX. B) Dos individuos FT destacandose del resto
de la progenie de la poblacion B. rapa de Balcarce. Comparacion de la disposicion de los pimpollos por
encima de las flores abiertas en individuos FT (C), respecto de pimpollos por debajo de las flores abiertas en
un control JUA (D).

Los tres biotipos presentaron un ciclo anual con caida temprana del cotiledén y hébito de
crecimiento inicial en forma de roseta. Luego de hacerse visibles los pimpollos florales, comenz6 la
elongacion vertical del tallo floral con hojas superiores, en general de forma distinta a las basales, e
insertas en disposicidn oblicua sobre el mismo. En la axila de las hojas superiores se desarrollaron
ramificaciones secundarias conteniendo un racimo terminal de flores con pétalos amarillos en todos
los individuos. Posterior a la floracién, que presentd distinta duracion para cada biotipo, se
desarrollaron las silicuas. Los frutos eran en su totalidad de actitud erecta y superficie ondulada, con
un ancho de valva similar en las tres poblaciones. Dentro de las silicuas se encontraron un namero

variable de semillas dependiendo del biotipo.
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Las plantas del biotipo NEX fueron muy uniformes en su fenotipo, caracteristico de la estructura
genética de un cultivar comercial sobre el que ha actuado la seleccién. Presentaron una altura que
oscilé entre los 60 a 113 cm (Tabla 1.3). Sus hojas basales eran verde glauco, con nervadura
central blanca, de forma eliptica, sin pubescencia y margenes generalmente dentados, u ondulados
en menor medida. En etapa de elongacion del tallo floral, las hojas superiores se insertaron al
mismo sin abrazarlo, siendo de forma lanceolada, mayormente liriadas, dentadas o raramente
aserradas, con 4pice redondeado o agudo en frecuencias similares. El tallo floral era glabro y la
floracion se desarroll6 en forma muy uniforme, abarcando unos pocos dias. Los pimpollos se
ubicaron por encima de las flores abiertas en la totalidad de los individuos, como es caracteristico
de la especie. Las silicuas eran las de mayor tamafio promedio entre los tres biotipos, esto se debio
al mayor largo de valva, y no al de su rostro. La relacion largo de rostro:largo de valva (0,18 +/- 0,02)
se ubicé dentro de lo esperado para la especie. Los frutos contenian, para las condiciones

agroecoldgicas estudiadas, en su mayoria mas de 11 semillasde color marrén oscuro a negro.

Tabla 1.3. Caracteres morfolégicos métricos analizados mediante test de comparacién de medias de Fisher (p
<0,05).

Caracter NEX FT JUA
Media EE Media EE Media EE

Largo de hoja (cm) c 11,76 +/-0,77 b 13,63 +/-0,50 a 18,35 +/-0,93
Ancho de hoja (cm) b 661 +/-0,34 b 6,93 +/- 0,22 a 8,13 +/- 0,41
Largodevalva (cm) a 556  +/-0,08 b 2,75 +/- 0,05 b 2,57 +/- 0,10
Ancho de valva (cm) a 0,35 +/- 0,01 a 0,35 +/- 0,01 a 0,35 +/- 0,01
Largo derostro(cm) b 0,98  +/-0,04 b 0,94 +/- 0,03 a 1,48 +/- 0,05
5;'33?;&?%2 f'/zlva c 018 +-002 b 035 +-002 a 064 +-0,03
Largo de silicua (cm) a 6,52 +/- 0,10 c 3,69 +/- 0,06 b 4,25 +/- 0,12
Altura (cm) b 8251 +/-3,62 b 80,32 +/-2,35 a 93,67 +/-4,37

Los individuos de la poblacion JUA presentaron las alturas mas altas entre los tres biotipos
estudiados, desde 38 cm hasta 140 cm. Las hojas basales de la roseta eran las de mayor tamafo
(largo y ancho) entre los tres biotipos. Las mismas eran predominantemente verde violaceas o verde
oscuras, ocasionalmente verdes, con presencia de tricomas, con nervadura central generalmente
blanca, aunque en algunos individuos era de color verde claro o violaceo. La forma de la hoja basal
era ovada o eliptica, de margen ondulado, dentado o aserrado. Las hojas superiores, como es
caracteristico en la especie, se insertaron sobre el tallo floral abrazandolo total o parcialmente, eran

verde oscuras, ovadas, de margen dentado, u ondulado en menor medida, enteras o sinuadas y con
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apice mayormente redondeado. El tallo era glabro, raramente con un poco de pilosidad y la floracion
fue muy asincronica, abarcando varias semanas. Como es comun en B. rapa, los pimpollos se
ubicaron por debajo de las flores abiertas. Las silicuas fueron de menor tamafio que las de NEX,
debido a que sus valvas fueron mas cortas, pero los rostros eran los de mayor tamafio entre los tres
biotipos (de hasta 2,30 cm de largo). La relacién largo rostro:largo valva fue de 0,64 +/- 0,03,
caracteristico de la especie B. rapa. En las condiciones agroecoldgicas estudiadas, los frutos

presentaron en general entre 11 y 21 semillas por silicua, todas de color negro.

Los individuos FT seleccionados de la poblacion de B. rapa lindante al cultivar de colza presentaron
las plantas con menor altura, abarcando desde los 25 hasta los 134 cm, si bien se encontraron en
promedio cercanos al control NEX. Las hojas basales eran en su mayoria color verde glauco, sin
pubescencia o con pocos tricomas, de nervadura blanca, forma mayormente eliptica y margenes
dentados, u ondulados en menor medida. Las hojas superiores se insertaron, en su mayoria, sin
abrazar el tallo o abrazandolo parcialmente. Eran verdes, de forma lanceolada u ovada,
mayormente dentadas y sinuadas, con apice en general mas redondeado que agudo. El tallo floral
era glabro o pocas veces con escasa pilosidad y la floracion fue muy desuniforme, extendida en
varias semanas. El 85% de los individuos poseian pimpollos por encima de las flores abiertas, lo
cual es caracteristico de B. napus. Las silicuas, fueron las mas cortas entre las tres poblaciones,
debido a valvas muy cortas y rostros similares a NEX. La relacion largo de rostro:largo de valva fue
de 0,39 +/- 0,11, caracteristico de B. rapa. Los frutos contenian en su mayoria pocas semillas
(menor a 10), con casos de hasta una Unica semilla por silicua. Las mismas eran de color marron

OSCuro o negras.

Debido a que ciertas variables cualitativas (retencién del cotiledén, habito de crecimiento de la
planta, angulo de la hoja, color de pétalos, superficie de la silicua y actitud de la silicua) no
presentaron variacion entre poblaciones, fueron excluidas del andlisis de coordenadas principales.
Este analisis mostr6 una clara separacion entre ambos controles, mientras que los individuos FT,
presentaron mayor variabilidad y, se ubicaron en una region intermedia aunque méas asociados al
fenotipo de NEX (Figura 1.4). La mayor asociacion entre NEX y FT también se detecto a través del
andlisis de coordenadas principales efectuado con un arbol de recorrido minimo, el cual estimé una
distancia entre NEX y FT de 3,01, mientras que la distancia JUA-FT fue de 4,78. Por otro lado, la
distancia entre NEX y JUA fue de 5,83.
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Figura 1.4. Andlisis de coordenadas principales para B. napus, B. rapa y los individuos fuera de tipo, basado
en datos morfolégicos cualitativos.

En cuanto a los descriptores métricos, se encontraron diferencias significativas entre los tres
biotipos para la mayoria de los caracteres, exceptuando el ancho de valva (Tabla 1.3). El analisis de
componentes principales (Figura 1.5) incluyé mas del 65% de la varianza total en los dos primeros
componentes. El primero de ellos estuvo determinado principalmente por la relacién largo de
rostro:largo de valva, mientras que el segundo componente permitié una separacion basada en el
ancho de hoja, largo de hoja, largo de silicua y largo de valva. Ambos parentales se separaron
claramente y los FT nuevamente presentaron la maxima variabilidad. Una particularidad que se
observé en este analisis fue la presencia de dos sub-grupos dentro del biotipo JUA, debido
principalmente a diferencias entre los dos ciclos en que se realiz6 el experimento. El sub-grupo
correspondiente a la mayoria de las plantas sembradas en 2012 se dispuso hacia el centro inferior
de la figura, coincidente con los mayores valores que mostré el conjunto de la poblacién JUA en el
largo de rostro y la relacion largo de rostro:largo de valva, mientras que el otro sub-grupo, asociado
a los individuos evaluados en 2016, se dispuso hacia el extremo superior derecho, debido a que en
ese afo se vieron plantas JUA con mayores tamafios de hoja y mayor altura que el ciclo anterior.
Por otro lado, los individuos NEX se asociaron con el segundo componente, y dentro de estos lo
hicieron mayoritariamente con el largo de valva y de silicua, variables en las que mostraron los
mayores valores. Por Ultimo, los individuos FT se distribuyeron abarcando el rango de valores de los

dos componentes, pero menos asociados al largo de valva y largo de silicua, variables en las que
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presentaron los valores mas bajos entre las tres poblaciones evaluadas. Contrariamente a lo
ocurrido para los descriptores cualitativos, este biotipo se ubicé mas cercano a JUA para los

caracteres métricos.
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Figura 1.5. Andlisis de componentes principales para NEX, JUA y los individuos fuera de tipo, basado en datos
morfolégicos cuantitativos. 1) Largo de silicua, 2) Largo de valva, 3) Ancho de hoja, 4) Largo de hoja, 5) Altura,
6) Largo de rostro, 7) Relacioén largo de rostro:largo de valva.

Determinacion de requerimientos de vernalizacion

El analisis factorial del experimento de requerimiento de vernalizacién indic6 que no existia
interaccion para las variables elongacién del botén floral y antesis, mientras que si existian
interacciones para el comienzo de madurez y el periodo en floracion. Las sumas térmicas
necesarias para alcanzar los estadios de elongacién del botén floral y antesis, tanto en el cultivar
NEX como en el biotipo FT, no mostraron diferencias significativas en ambas fechas de siembra
(Figura 1.6y 1.7).
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Figura 1.6. Medias y errores estandar de las sumas térmicas requeridas para alcanzar el estadio de
elongacion del botdn floral para los biotipos NEX y FT en ambas fechas de siembra, analizados mediante test
de comparacion de medias de Fisher (p < 0,05).
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Figura 1.7. Medias y errores estandar de las sumas térmicas requeridas para alcanzar el estadio de antesis
para los biotipos NEX y FT en ambas fechas de siembra, analizados mediante test de comparacion de medias
de Fisher (p < 0,05).

En el experimento VRNL1 todos los individuos de los tres biotipos alcanzaron la etapa reproductiva.
Cuando se analizaron los datos de esta fecha de siembra por separado, nuevamente no se

encontraron diferencias significativas en los grados dia a elongacion del botdn floral y a antesis para



51

NEX y FT, pero si existieron diferencias entre estos dos biotipos y el cultivar GOS debido a que este
requiri6 de mayor cantidad de sumas térmicas para alcanzar estos dos estadios fenolégicos. En el
caso del comienzo de madurez, los individuos FT alcanzaron esta etapa con un valor de tiempo
térmico elevado, en comparacién a ambos cultivares, 1o que aument6 considerablemente el periodo
que estas plantas estuvieron en floracion. Debido a esto, para esta variable se evidencié una
diferencia significativa entre los hibridos y los dos cultivares de colza, los cuales presentaron valores

dentro del rango esperado para la especie (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Medias y errores estandar de las sumas térmicas requeridas para alcanzar el estadio de
elongacion del boton floral (Ebf), antesis (Ant), comienzo de madurez (Mad) y duracion del periodo de
floracion (PFI) para los biotipos NEX, GOS y FT correspondiente a la primera fecha de siembra, analizados
mediante test de comparacién de medias de Fisher (p < 0,05).

En el experimento VRN2, sembrado en una fecha tardia, los individuos provenientes del cultivar
invernal GOS no alcanzaron a cubrir los requerimientos de vernalizacion y, por lo tanto, no
florecieron. El meristema apical de estos individuos permanecio diferenciando hojas hasta, al menos
3005 °C d acumulados (250 DDS), cuando la experimentaciénfue finalizada (Figura 1.9).



Figura 1.9. A) Experimento VRN2 con individuos GOS en estado vegetativo, e individuos NEX en estado
reproductivo luego de 862,5 °C d (81 DDS). B) Experimento VRN2 con individuos GOS en estado vegetativo,
e individuos NEX en madurez luego de 1689,1 °C d (126 DDS).

Por su parte, todos los individuos NEX alcanzaron la etapa reproductiva en tiempo uniforme,
mientras que respecto al biotipo FT, solamente el 1,9% de los individuos no alcanz6 a cubrir las
horas de frio necesarias para florecer, permaneciendo en estado vegetativo hasta que finalizé la
experimentacion, como lo hicieron las plantas del biotipo GOS (Figura 1.10). El resto de los
individuos fuera de tipo alcanzé la etapa reproductiva de manera desuniforme durante un amplio
periodo de tiempo térmico. En cuanto a los 20 individuos JUA, todos florecieron con un menor
requerimiento de sumas térmicas que cualquiera de los genotipos incluidos en el experimento
VRN2.
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Figura 1.10. Individuo FT en estado vegetativo luego de 1689,1 °C d (126 DDS) junto a otras plantas del
mismo biotipo que ya se encuentran en estado de fructificacion (G4, CETIOM).

Debido a que el cultivar invernal no logro alcanzar la etapa reproductiva y, por lo tanto, no se
contaban con datos de las variables estudiadas, solo se consideraron para el andlisis estadistico los
individuos NEX y FT que alcanzaron la etapa reproductiva. Ambos biotipos elongaron el botén floral
en un promedio de tiempo térmico similar. Sin embargo, los individuos del biotipo FT requirieron de
menor cantidad de sumas térmicas que el cultivar NEX respecto al momento de antesis (Figura 1.7).
Lo contrario ocurrio para la culminacion de la floracion, en donde el cultivar NEX alcanzé la madurez
con menos grados dia que las plantas hibridas (Figura 1.11). La diferencia en estas ultimas dos
variables gener6 nuevamente que los individuos FT presentaran un periodo de floracion

significativamente mayor a NEX.
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Figura 1.11. Medias y errores estandar de las sumas térmicas requeridas para alcanzar el estadio de
comienzo de madurez (Mad) y duracién del periodo de floracion (PFI) para los biotipos NEX y FT
correspondiente a la segunda fecha de siembra, analizados mediante test de comparacién de medias de
Fisher (p < 0,05).

Discusion

Brassica rapa es una maleza ampliamente distribuida en el norte, centro y sur de la Argentina
(Marzocca, 1976, 1994; Martinez Laborde, 1999; Zuloaga et al., 2008). La hibridacién entre B. napus
y B. rapa, bajo invernadero y en condiciones de campo, ha sido registrada en diferentes paises
(Jorgensen y Andersen, 1994; Landbo et al., 1996; Scott y Wilkinson, 1999; Halfhill et al., 2002,
2004; Warwick et al., 2003; Simard et al., 2006; Luijten et al., 2014). Sin embargo, en Argentina no
existia ningun estudio dentro del género Brassica que documente la hibridacion y flujo génico entre

el cultivo y la maleza (Ureta et al., 2017).

En Dinamarca, Landbo et al. (1996) encontraron a campo niveles de cruzamiento B. rapa x B. napus
del 3%. Por otro lado en el Reino Unido, Scott y Wilkinson (1999) encontraron bajo condiciones
naturales frecuencias de hibridacion de entre 0,4-1,5%, mientras que Wilkinson et al. (2003)
encontraron en promedio 1,9% de hibridos interespecificos en distintos lotes de colza dispersados
por toda Inglaterra. En Canada, Warwick et al. (2003) y Simard et al. (2006) hallaron en cultivos de
B. napus con presencia de nabo silvestre frecuencias de 13,6% y 1,1-17,5%, respectivamente. Por
lo tanto, para las condiciones agroecolégicas estudiadas, la tasa de hibridacién obtenida en el

establecimiento la Isaura en 2008 se ubic6 dentro de los pardmetros citados en la bibliografia.
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La mayoria de las fecundaciones cruzadas ocurren entre plantas que se hallan a menos de 10 m, y
raramente exceden una tasa del 1% a distancias mayores a 30 m (Husken y Dietz-Pfeilstetter,
2007). Es decir, que la presencia simpatrica de B. napus y B. rapa genera un riesgo de hibridacion
en las condiciones de cultivo de la regién pampeana, debido a que un lote cultivado puede contener
millones de plantas, mientras que poblaciones de nabo lindantes, que generalmente se encuentran
bajo control quimico, poseen unos pocos individuos. Esta situacion produce relaciones
cultivo:maleza elevadas, ocasionando una fuerte competencia del polen de B. napus sobre el de

poblaciones autoincompatibles de B. rapa.

Contrariamente a lo que sucede en otros paises como Canada, Alemania, Reino unido o Australia,
la colza no es un cultivo relevante en la Argentina. En el partido de Balcarce entre las camparfias de
2005 y 2007, se sembraron con colza menos de 400 ha (MAGyP, 2017). En el afio 2008, esta
superficie aumentd hasta 1500 ha, lo cual solo denota un 0,36% del area total del partido (Eldelberg,
1921). De acuerdo con los propietarios del establecimiento, la campafia del 2008 fue la primera vez
gue se sembro un cultivo de colza en esa zona, por lo que se podria considerar que la poblacién de
nabo silvestre no presentaba rasgos de B. napus introgresados previamente. Esto también indicaria
que los individuos fuera de tipo encontrados corresponderian a hibridos de primera generacion (F1).

El fenotipo de NEX y JUA se correspondié con lo citado en la bibliografia para su respectiva
especie, exceptuando al descriptor de hoja completamente abrazadora que solo se observé en el
biotipo de B. rapa y no en el de B. napus, como deberia apreciarse segin Mulligan (2008). Con
respecto a los individuos FT, la presencia de hojas basales con forma eliptica, de coloracién verde
glauco y con ausencia de tricomas, fueron claros indicios de flujo génico desde B. napus y podrian
ser de gran utilidad como criterio de deteccion temprana de hibridos cultivo-maleza a campo. En
etapas reproductivas, la presencia de pimpollos por encima de las flores abiertas, el cual es un
caracter diferencial de B. napus (Pascale, 1976; Marzocca, 1994), también es un indicador de flujo
génico y se manifiesta como otro rasgo Util para la deteccién de hibridos en poblaciones de nabo
silvestre. La disposicion de las hojas superiores sobre el tallo floral no mostré un patrén de herencia
tan disruptivo en la poblacion FT, el cual se encontr6 en una relacion aproximada de 2 a 1 de
plantas no abrazadoras, respecto de individuos con hojas completamente abrazadoras. Otro
caracter de la hoja superior como la forma lanceolada, caracteristico de NEX, o la forma ovada,
caracteristico de JUA, se presentd dentro de la poblacién FT en frecuencias cercanas al 50% para
cada una. El estudio de los rasgos cualitativos permitié establecer que los hibridos putativos
presentaron caracteristicas intermedias, aunque mas semejantes al parental cultivado, acorde a lo

obtenido en estudios similares para rasgos morfolégicos (Jorgensen y Andersen, 1994) y
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moleculares (Luitjen et al., 2014). Si consideramos que la mayoria de los hibridos interespecificos
entre B. napus (AACC) y B. rapa (AA) presentan una estructura gendmica triploide (AAC) (U, 1935;
Warwick, 2003; Gulden et al., 2008; Liu et al.,, 2013; Luitjen et al., 2014), la mayor semejanza
observada con el genotipo cultivado seria una asociacion esperable, debido a que los hibridos
comparten con el cultivo gran cantidad de genes que se encuentran ubicados en el genoma C. A
pesar de los resultados obtenidos, otros investigadores han reportado lo contrario en cuanto a la
relacién de semejanza de los hibridos B. rapa x B. napus (U, 1935; Warwick et al., 2003), si bien
dichas relaciones podrian estar influenciadas por los genotipos utilizados en los cruzamientos
(Hauser et al.,, 1998b). No obstante, algunos hibridos interespecificos podrian haber sido
descartados en el proceso de seleccion de individuos FT, debido a que este se realizd Unicamente
en base a la presencia de caracteres correspondientes al parental cultivado.

Por el contrario, cuando se considerd la morfologia en base a los descriptores métricos, en este
caso los hibridos se ubicaron dentro del espectro de valores de la maleza. Solo se encontraron
valores intermedios a los biotipos parentales para la variable relacién largo de rostro/largo de silicua,
sin embargo, esta se ubic6 dentro de los niveles tipicos de la especie B. rapa (Mulligan, 2008). Los
individuos FT presentaronen promedio los frutos con menor largo de silicua y largo de valva.
Ademas, el nimero de semillas por silicua fue en casi la totalidad de los individuos inferior a 10, con
muchos casos en los que se encontraba hasta una sola semilla por fruto. El bajo rendimiento por
planta, evidenciada en un menor nimero de semillas por silicua en comparacion a las especies
parentales, podria estar asociado tanto a barreras post-zigéticas en la formacién de las mismas
como a una reducciéon en la viabilidad del polen (Riesberg y Carney, 1998). Los cruzamientos
interespecificos suelen resultar en progenie que exhibe una reducida fertilidad y las semillas
producidas son generalmente mas pequefias que el promedio de la colza cultivada (Liu et al., 2013).
En poblaciones naturales, se ha encontrado que hibridos entre estas dos especies producen menos
del 50% de la produccion de semillas que su parental B. rapa debido a una menor viabilidad del
polen (Allainguillaume et al., 2006). En Argentina, Ureta et al. (2017) también encontraron reducidos
valores de viabilidad del polen, menor a 70% en promedio, con valores minimos de alrededor del

30%, consistente con lo observado en trabajos previos (Hauser et al., 1998b; Warwick et al., 2003).

La expresion de caracteres parentales o intermedios en los hibridos depende de la naturaleza del
control genético de cada rasgo en particular, asi como de la interaccion con el ambiente. Los
resultados indican que los individuos FT presentaron rasgos de ambos tipos de parentales, si bien
fueron visualmente mas semejantes al cultivo, debido a que compartian mayor cantidad de

caracteres cualitativos. Una explicacion posible podria ser que muchos de los rasgos morfolégicos
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presentaban patrones de herencia dominante (Riesberg y Carney, 1998), y por lo tanto las plantas
FT heredaron alelos dominantes de B. napus y B. rapa. Ademas, los individuos FT expresaron un
amplio rango de variabilidad en la mayoria de los descriptores fenotipicos empleados, caracteristico
en poblaciones de hibridos interespecificos, mientras que las especies puras formaron grupos mas

uniformes (Riesberg y Carney, 1998).

La presencia de requerimientos de vernalizacion puede modificar el inicio de la floracion en B. napus
(Nanda et al., 1996; Wang et al., 2011; Gomez et al., 2018). A pesar de la complejidad que
caracteriza el estudio de rasgos cuantitativos como lo es el tiempo a floraciéon (Wang et al., 2011,
Raman et al., 2013, Nelson et al., 2014), los experimentos realizados en fechas de siembra
contrastantes permitieron comprobar la existencia de diferencias en los requerimientos de
vernalizacion para los dos cultivares de colza sembrados en el establecimiento la Isaura en el afio
2008.

En el experimento VRN1 se determiné que no existian diferencias entre el promedio de hibridos
interespecificos y el cultivar NEX para el tiempo térmico al momento de antesis. A partir de los
resultados del experimento VRN2, se pudo determinar una proporcién de individuos FT (1,9%) que
provendrian del cruzamiento con el cultivar invernal, debido a que a igualdad de tiempo térmico y
fotoperiodo con el resto de los individuos, hubo plantas que no florecieron. De acuerdo con
Jorgensen y Andersen (1994), la accesién de B. rapa no presentd requerimientos de vernalizaciéon
para alcanzar la etapa reproductiva, por lo que se descarta que la maleza haya aportado genes para
este rasgo en los hibridos B. rapa x B. napus. Por otro lado, en B. napus se ha reportado que ciertos
genes, como los genes FRI, en estado dominante confieren requerimientos de vernalizacion, y que
varias mutaciones en los mismos causan una pérdida de funcidon asociada a floracion temprana
(Wang et al., 2011). En base a esto, se puede asumir que la mayor proporcién de hibridos
interespecificos, colectados en el establecimiento la Isaura en el afio 2008, provendrian del
cruzamiento con el cultivar primaveral Nexera 8450, y serian resistentes a la aplicacion de
herbicidas IMI.

Una variable que presentd valores significativamente mayores en los hibridos interespecificos
respecto a ambos parentales cultivados tanto en VRN1 como en VRN2, fue el periodo durante el
que este biotipo estuvo en floracion. Asi como las plantas voluntarias presentan sincronia floral con
especies silvestres debido a que estas Ultimas suelen tener periodos de floracion prolongados
(Gruber y Claupein, 2007), la duracion de la etapa reproductiva en los hibridos podria tener

importantes consecuencias sobre los posibles retrocruzamientos con la maleza parental y la
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introgresion del rasgo de IMI-resistencia en el genoma de la misma. Esta caracteristica podria hacer
tanto de las plantas voluntarias de la temporada siguiente como de los hibridos cultivo-maleza, una
importante fuente para el flujo génico, formando corredores o puentes que faciliten el contacto entre

las especies (Pessel et al., 2001).

Los resultados obtenidos en este capitulo permitirian inferir que los individuos FT eran hibridos F1
entre B. napus y B. rapa debido al cruzamiento interespecifico desde el cultivo hacia una poblacion
de B. rapa sin registros previos de contacto con colza cultivada. Ademas, el flujo génico hacia la
maleza presumiblemente habria sido muy superior desde el cv. NEX IMI-resistente, y se pudo
comprobar una mayor duracion del periodo de floracion en comparacién a los dos cultivares de
colza. La estimacién de un indice de hibridacién y la confirmacién de caracteres diferenciales en los
individuos FT representa el primer paso hacia un mejor entendimiento de las relaciones entre estas
especies y del riesgo ambiental que conllevaria la incorporacién exitosa de genes de resistencia a

herbicidas en el material hereditario de la maleza invasora B. rapa.

A pesar de estas confirmaciones, la presencia de hibridos no representa un peligro en si, y no
necesariamente implica un dafio ecoldgico irreparable. Esto se debe fundamentalmente a que los
resultados de experimentosde fithess para retrocruzas con la maleza y especialmente para
generaciones avanzadas de hibridos, indican que la fertilidad es menor en estos individuos que en
sus especies parentales (Hauser et al., 1998a). Para el caso de los F1, existen diversos resultados
en donde estos presentan una produccion de semillas intermedia entre B. napus y B. rapa (Hauser
et al., 1998b; Hauser et al., 2003) o menor a ambas especies progenitoras (Warwick et al., 2003;
Allainguillaume et al., 2006). Sin embargo, en el caso de que los hibridos y las plantas voluntarias
percibieran una mayor intensidad de seleccion mediante herbicida, aumentaria considerablemente
el riesgo potencial de introgresion del caracter de IMI-resistencia en la maleza. Por lo tanto, estudios
de persistencia frente a la seleccibn ambiental y/o antrépica, entre otros factores, deberian ser
evaluados para poder efectuar una valoracion mas precisa del riesgo ambiental. De otra forma, la
ocurrencia de retrocruzas entre hibridos F1 e individuos B. rapa podria generar plantas

indistinguibles a la maleza con introgresion de genes de resistencia a herbicidas.
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CAPITULO II
CARACTERIZACION MOLECULAR DE HIiBRIDOS INTERESPECIFICOS
CON RESISTENCIA A IMIDAZOLINONAS

Introduccién

La obtencion de cultivares con resistencia genética a herbicidas (RH), si bien es de gran utilidad,
presenta el riesgo de generar biotipos de malezas resistentes a los mismos. Para la mayoria de
estos biotipos RH, la resistencia es sitio especifica y se basa en un Unico gen mayor con un alto
grado de dominancia (Beckie, 2006a). La busqueda de cultivares de colza-canola RH data de la
década del 80’, debido a que estos genotipos ofrecian nuevas oportunidades, principalmente la
posibilidad de usar herbicidas post-emergentes dentro del cultivo (Krato y Petersen, 2012b).

La colza resistente a la familia de las imidazolinonas (IMl) se desarrollé en 1987 usando métodos de
mejoramiento tradicional y fue liberada al mercado por primera vez en Canada en 1995 (Tan et al.,
2005; Krato y Petersen, 2012a, b). Este cultivar y otros fueron desarrolladas por la empresa
Cynamid (luego adquirida por BASF) y se los denomina Clearfield ® o CL. Los mismos se generaron
seleccionando cultivos de tejidos que se obtuvieron a partir de microsporas del cultivar canadiense
“Topas”. Las microsporas fueron posteriormente tratadas con mutdgenos quimicos originando dos
lineas mutantes del gen BnAHAS3 llamadas PM1 y PM2, de las que derivan todos los cultivares
actuales de colza CL o IMI-resistente. La mutacion PM1 esté ubicada en el genoma C, contiene una
sola alteracion en el codén 653 (cambio de serina a asparagina, ser-653-asp) lo que le da
resistencia Unicamente a imidazolinonas. El factor de resistencia en la linea PM2, ubicado en el
genoma A, esta asociado a una mutacion puntual en el codén 574 (cambio de triptéfano a leucina,
trp-574-leu). Esta mutacién brinda un mayor grado de tolerancia, y, ademas, resistencia cruzada a
sulfonilureas y triazolpirimidinas debido a que el aminoacido Trp-574 es importante no solo para
definir la forma del sitio activo, sino también para anclar los herbicidas imidazolinonas y sulfonilureas
a la enzima ALS (Powles y Yu, 2010). El nivel de tolerancia es superior cuando las dos mutaciones
de cada alelo se encuentran presentes (Tranel y Wright, 2002; Tan et al., 2005; Krato y Petersen,
2012a, b). La linea PM2 fue la que se utiliz6 para la obtencion del cultivar NEXERA 8450

(informacion brindada por la empresa BASF).

Los genes del cultivo pueden incorporarse con éxito en el genoma de la maleza mediante
cruzamientos interespecificos y posterior retrocruzamiento con B. rapa en un proceso de

introgresion (Hansen et al., 2001). Es por esto que el desarrollo de cultivares de colza con rasgos
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novedosos generd ciertas preocupaciones respecto a la posible hibridacion de estos, o de plantas
voluntarias, con el nabo silvestre, lo cual generaria poblaciones de B. rapa con el caracter de
resistencia (Jorgensen y Andersen, 1994; Simard et al., 2002; Gulden et al., 2003a; Gruber y
Claupein, 2007). De hecho, se ha confirmado la transferencia de resistencia a herbicidas a través de
sucesivas generaciones (Snow et al., 1999). Luego de dos o tres generaciones de retrocruza, las
plantas se vuelven morfolégica y citolégicamente indistinguibles de la maleza pero los genes de

resistencia contindan expresandose (Warwick et al., 2008).

La colza es una especie autocompatible, si bien presenta niveles de entrecruzamiento entre un 12-
47%. (Becker et al., 1992). Esta especie, produce una gran cantidad de polen que puede ser
dispersado tanto por insectos como a través del viento. El flujo génico mediado por polen en colza
depende de varios factores entre los que se incluyen el periodo de floracion, la direccion y velocidad
del viento, el tipo y el movimiento de los insectos presentes, la distancia entre las poblaciones y el
tamafio de la poblacion donante de polen (Liu et al., 2013). La mayoria de las polinizaciones
cruzadas ocurren entre plantas que estan a menos de 10 m, sin embargo, la distribucion del polen
de colza es aleatoria y se han detectado cruzamientos inclusive a varios kilometros de distancia de
la fuente de origen (Timmnos et al., 1995; Liu et al., 2013).

En el caso de la poblacién del partido de Balcarce, tanto los hibridos interespecificos como las
pantas voluntarias provenientes del banco de semillas del suelo podrian haber actuado como fuente
del gen de IMI-resistencia el afio siguiente al cultivo de la colza CL. El banco de semillas de colza se
genera inicialmente debido a las perdidas por cosecha y/o por la contaminacién de semilla
proveniente de maquinarias agricolas (Gulden et al., 2003a; Gruber y Claupein, 2007). La pérdida
de semillas debido a las operaciones de cosecha y trilla en B. napus pueden ir desde menos de un
1% hasta un 30% del rendimiento del cultivo (Beckie et al., 2003). En Argentina, para la campafia
2012/13 se estimaron pérdidas promedio durante la cosecha mecénica de 160 kg ha™, lo cual
representd un 9,4% del rendimiento medio nacional (Giordano et al., 2013).

Una vez en el banco de semillas del suelo, su destino es bastante incierto. Cada simiente puede
sufrir uno de los siguientes tres destinos: persistir, germinar exitosamente y emerger, 0 morir
(Gulden et al., 2003a). En el caso de los primeros dos, las plantas voluntarias pueden emerger del
banco de semillas durante varios afios y servir como fuente potencial de polen para dispersar genes
hacia parientes silvestres y/u otros cultivares de B. napus que entran dentro de la rotacion agricola o
se encuentran en cercania. Un factor clave que favorece la persistencia es la presencia de

dormicion en las semillas (Gruber et al., 2004a, b; Jorgensen et al., 2007). Si bien las semillas de los
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biotipos domesticados de B. napus no presentan dormicion primaria, pueden desarrollar dormicion
secundaria cuando son expuestas a oscuridad y/o condiciones inhibitorias para la germinacién como
estrés hidrico, hipoxia o altas temperaturas (Landbo y Jorgensen, 1997; Pekrun et al., 1998; Gulden
et al., 2008;). En contraste, si muestran cierta dormicion primaria biotipos de la maleza B. rapa
(Landbo y Jorgensen, 1997; Hauser et al., 1998a, b; Gulden et al., 2008). Por otro lado, Landbo y
Jorgensen (1997) encontraron en la progenie de cruzamientos reciprocos B. napus x B. rapa que el

rasgo de ausencia de dormicién primaria se transmitia desde el cultivo a los hibridos.

Generalmente, la densidad de poblacién del banco de semillas de B. napus y B. rapa decrece
rapidamente desde el dltimo cultivo como se ha documentado en Canada (Simard et al., 2002;
Gulden et al., 2003a; Gulden et al., 2004) y Europa (Lutman et al., 2003). En lotes agricolas de
Canada, se han encontrado plantas voluntarias en bajas densidades hasta tres o cinco afios
posteriores a un cultivo de colza (Simard et al., 2002; Gulden et al.,, 2003a), si bien se ha
documentado un caso con una duracion de hasta siete afios (Beckie y Warwick, 2010). Por otro
lado, en Europa algunos genotipos invernales pueden persistir hasta 4 afios bajo sistemas agricolas
convencionales 0 mas de 10 afios en suelos sin cultivo (Lutman et al., 2003). Esto sugiere que la
persistencia de voluntarios provenientes del banco de semillas es limitada cuando compiten con otro

cultivo.

En los sistemas agricolas tipicos, la colza se rota con otros cultivos de invierno (principalmente
cereales), en donde el nabo silvestre junto a sus hibridos con B. napus son muy susceptibles de ser
eliminados mediante practicas mecanicas o a través de herbicidas. Asimismo, el sistema de
labranza puede afectar la persistencia de las semillas en el banco del suelo (Pekrun et al., 1998;
Gulden et al., 2003a; Gruber et al., 2004b). Thomas et al. (2004) concluyeron a partir de 10 estudios
sobre sistemas de labranza en las praderas canadienses, que la persistencia de las plantas
voluntarias de colza estuvo méas asociada a labranza cero o reducida y no a un sistema
convencional. Si bien otros investigadores han obtenido resultados similares (Pekrun et al., 1998;
Lutman et al., 2003), también se ha reportado que el entierro de semillas a través de una labranza
favoreceria la persistencia del banco del suelo a largo plazo debido a que las semillas inducen
dormicion secundaria (Gulden et al., 2003a; Gruber et al., 2004b). Contrariamente, la persistencia
en el banco puede disminuir en el caso de labranza reducida ya que predadores como las aves
consumen las semillas que se encuentran en superficie. Esta situacion se ve favorecida a medida
gue las mismas permanecen por mayor tiempo al descubierto (Gruber et al., 2004b). En todo caso,
varios estudios han reportado que las generalizaciones al respecto de la dinamica de malezas sobre

sistemas de cero o reducida labranza estan lejos de ser definitivas (Gulden et al., 2003a).
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Luego de la germinacion, el fitness de los hibridos F1 y de las generaciones avanzadas puede ser
importante para determinar hasta qué punto ocurrird la introgresion. Las generaciones tempranas
generalmente exhiben menor produccion de semillas que la especie pura B. rapa debido a
desequilibrios meidticos asociados a la presencia de cromosomas C univalentes (U, 1935;
Jorgensen y Andersen, 1994). Sin embargo, es esperable que estas desventajas en el fithess
disminuyan con cada generacion de retrocruza como se ha encontrado en experimetaciones bajo
camara de crecimiento (Snow et al., 1999). Si este patron se mantuviera para plantas en el campo,
indicaria que luego de que los genes del cultivo se introgresan en el nabo silvestre por algunas
generaciones, aquellos que no son fuertemente deletéreos y no estan ligados a otros rasgos
deletéreos, pueden persistir por muchas generaciones subsiguientes.

Asimismo, el gen de resistencia puede tener también una influencia en la aptitud biologica de las
plantas hibridas y retrocruzadas, junto con los otros genes del cultivo (Landbo y Jorgensen, 1997).
Se sabe que ciertas mutaciones genéticas que confieren resistencia a herbicidas con accion sitio
especifica pueden presentar una penalidad metabdlica debido a efectos pleiotropicos adversos
(Vila-Aiub et al., 2009). Sin embargo, el caracter de IMI-resistencia tendria un costo insignificante en
el fitness ante la ausencia de la seleccion mediante herbicida (Tranel y Wright, 2002; Yu et al.,
2010).

En base a lo expuesto, el aumento de plantas introgresadas estables puede llevar muchas
generaciones durante las cuales la seleccién reduce fuertemente la frecuencia de hibridos y su
progenie en la poblacién. La ausencia de dormicion, el costo en la aptitud biolégica debido a la
hibridacion, el namero desigual de cromosomas acumulado a lo largo de las generaciones, y la
recombinacion o pérdida de los cromosomas donde se encuentra el locus de resistencia, haria
improbable que el caracter de IMI-resistencia se disperse dentro y entre poblaciones a través de los
hibridos cultivo-maleza (Liu et al., 2013). El éxito de la perdurabilidad de la resistencia estara
asociado a la posibilidad de incorporar este caracter en el genoma de la especie B. rapa a través de
retrocruzas con los hibridos de primera generacién, debido a que estos Ultimos, junto con las

plantas voluntarias de B. napus tenderian a extinguirse en el ambiente agrestal estudiado.

El uso de marcadores moleculares para la deteccion de hibridos interespecificos se ha difundido en
los dltimos afios, especialmente aquellos basados en el método de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) debido a la naturaleza estable de la molécula de ADN y a la sensibilidad de esta
tecnologia (Demeke y Ratnayaka, 2008). Los microsatélites (SSR), son marcadores co-dominantes

en los cuales se ha reconocido su utilidad para el analisis de poblaciones y otros propésitos en
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varias especies (Gupta y Varshney, 2000). Para la deteccion molecular de individuos IMI-
resistentes, Hu et al. (2017) desarrollaron primers para la amplificaciébn de secuencias polimorficas
especificas de la mutacion try-574-leu (PM2) que luego son tratadas con enzimas de restriccion
(CAPS), y permiten detectar la presencia de esta mutacién en individuos del género Brassica. Los
CAPS descifran polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién, causados por un
cambio de un anico nucledtido (SNP), una insercion o una delecién, que modifica el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccibn en amplicones de PCR (Konieczny y Ausubel, 1993;
Agarwald et al., 2008). Estos marcadores moleculares son co-dominantes y locus especificos. Por lo
tanto, han sido usados para distinguir plantas que son homocigotas 0 heterocigotas para
determinado alelo (Konieczny y Ausubel, 1993; Agarwald et al., 2008).

El objetivo de este capitulo fue determinar la presencia y proporcién de individuos IMI-resistentes en
la progenie de B. rapa, establecer su caracter hibrido y estudiar la evolucién de la frecuencia de los
mismos en la poblacion del partido de Balcarce a lo largo de los afios. Los objetivos particulares
fueron: 1) Relevar la proporcién de individuos IMI-resistentes en la poblacion B. rapa; 2) Determinar
el caracter hibrido de los individuos que resistan la aplicacion del herbicida; 3) Determinar el origen
de la mutacion que confiere resistencia a imidazolinonas; 4) Analizar la evolucién de la persistencia

de individuos IMI-resistentes en el mismo sitio, durante la sucesiéon de afios 2008-2014.

Materiales y Métodos

Reqistro de uso de herbicidas y material vegetal

En el establecimiento la Isaura del partido de Balcarce, la rotacién se bas6 en una serie trigo-soja
hasta el afilo 2008, con la inclusién de un Gnico cultivo de girasol en los diez afios previos. El registro
de uso de herbicidas posterior al afio 2008 incluyé tres sulfonilureas pero ninguna aplicacion de
imidazolinonas. El campo se encuentra bajo labranza cero desde el afio 2001, por lo que el control
guimico en barbecho se ha realizado mediante glifosato y 2,4-D. En el trigo, las malezas se
controlaron con dicamba y metsulfurén, mientras que en soja-RR se utilizé glifosato. No hubo
aplicaciones repetidas de sulfonilureas en dos afios consecutivos, y solo se aplicaron herbicidas
imidazolinonas en el afilo 2008, durante el cultivo de colza resistente (Tabla 2.1). No existen
registros de cultivos de colza en este establecimiento previo al 2008 y al menos hasta 1996 (12
afios), y durante las campafias subsiguientes al afio 2008 no se volvié a sembrar ningun cultivo de

colza en cercania.
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Tabla 2.1. Registro de rotaciones y control de malezas de la serie 2008-2013 efectuado en un mismo lote del
establecimiento la Isaura del partido de Balcarce.

Principio Dosis (g o

activo cm3 ia ha-1) Modo de Accion Familia

Afo Cultivo Herbicida

Inhibidores de la sintesis
2008/09 Colza Pivot Imazetapir 100 de aminoé&cidos IMI
ramificados (1)

Inhibidores de la sintesis

2008/09  Soja Glifosato Glifosato 2880 de aminodcidos GLI
aromaticos (2)
2009/10  Trigo Misi  Metsulfuron o 00 1 +reguladoresde g\, Ap
+ Dicamba crecimiento (3)
2009/10  Soja Glifosato Glifosato 2880 2 GLI
, , Glifosato GLI +
2010/11  Soja Glifosato +2.4D 2880 + 750 2+3 FE
2011/12  Trigo Misii  Metsulfuron o 00 1+3 SU + AB
+ Dicamba
2011/12  Soja Glifosato Glifosato 2880 2 GLI
2012/13 Cebada  Misil ~ Mesulfuron o 00 1+3 SU + AB
+ Dicamba
2012/13  Soja Glifosato Glifosato 2880 2 GLI

IMI: Imidazolinonas; SU: Sulfonilureas; GLI: Glicinas; FE: Acidos Fenoxi-carboxilicos; AB: Acidos benzoicos.
Las accesiones de B. rapa utilizadas en la experimentacion se colectaron en el periodo 2008-2014
(Tabla 2.2). Ademas, para el relevamiento de individuos resistentes se incluyeron el cv. NEX a modo
de control resistente y la poblacion JUA del partido de Benito Juarez, como control susceptible.

Tabla 2.2. Accesiones utilizadas en el experimento de evolucion de la persistencia de individuos IMI-
resistentes, colectadas dentro del establecimiento la Isaura, en el partido de Balcarce.

Accesion Ano d? Generacion Ubicacién
recoleccion
BAL 08-1* 2008 Gla Entre dos lotes de colza Nexera 8450.
BAL 08-2 2 2008 Gi1b Esquina de un lote de colza Nexera 8450.
BAL 09 2009 G2 Triangulo del lote, cerca a sitio de Gla.
BAL 11 2011 G4 Plantas aisladas dentro de un lote de trigo.
BAL 13 2013 G6 Dentro de lote de soja.
BAL 14 2014 G7 En el borde del lote.
JUA 2008 B. rapa del partido de Benito Juarez
NEX 2012 Cultivar NEXERA 8450

! BAL 08-1 corresponde a la accesién BAL1 del Capitulo 1.
% BAL 08-2 corresponde a la accesién BAL2 del Capitulo 1.
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Screening de individuos resistentes a imidazolinonas

La siembra se realizé6 de acuerdo a lo detallado en el Capitulo 1 de esta tesis. Las plantas se
desarrollaron en inverniculo, con riego automético diario. El disefio fue completamente aleatorizado
considerando a las accesiones como tratamientos y utilizando cuatro repeticiones. Cada unidad
experimental estuvo constituida por una bandeja (128 celdas), mientras que los controles ocuparon
un cuarto de bandeja en cada caso (32 celdas), ademas se incluyeron 4 unidades experimentales
de 32 celdas del control susceptible que no fueron pulverizadas. Cuando se encontraban en un
estadio de 2-3 hojas (B2-B3, CETIOM), se aplic6 una doble dosis comercial (160 g i.a. ha™) del
herbicida Arsenal Forestal ® (imazapir 48%) con un equipo experimental provisto por una pastilla
Teejet 8001 EVB. Se trabaj6 a una velocidad de 1,45 km h™ con un caudal de 200 L ha® y una
presion de 345 kPa. La aplicacién se realiz6 en conjunto con un tensioactivo no iénico, a razén de
0,35%. Veinte dias después de la aplicacién (DDA) se evalué la supervivencia utilizando una escala
binaria: 0 = sin sintomas visibles, 1 = muerte del meristema de crecimiento. Las observaciones se
realizaron sobre plantas individuales, utilizando como control entre 5 y 10 plantas de los mismos
biotipos no expuestos a la aplicacion del herbicida. EI monitoreo continué durante 10 dias para
constatar la supervivencia de los individuos. La respuesta fue expresada como porcentaje de
supervivencia sobre el control susceptible no tratado (adaptado de Moss et al., 1999). Para ajustar
los datos a una distribucion normal los mismos se transformaron mediante la siguiente funcién
(Ahrens et al., 1990):

y = arcsen [(x + 0,5) x 0,5]"2

Luego se realizé el andlisis estadistico mediante ANOVA simple y comparacion de medias por
prueba de LSD Fisher.

Las plantas sobrevivientes fueron trasplantadas 22 DDA a macetas de 15 cm de diametro, a razén
de dos individuos por maceta, con una mezcla de suelo y sustrato (75% suelo, 25% sustrato Grow
Mix ® Terrafertil), bajo condiciones controladas en invernadero y con dos riegos diarios. Se aplico
fertilizante foliar Chase Li 533 (grado 5-3-3) a razon de 5 L ha™ y 50 kg ha™ de urea granulada.
También se realizaron aplicaciones periddicas de insecticida para controlar la presencia de pulgon
de las cruciferas (Brevicoryne brassicae). Los individuos IMI-resistentes fueron fenotipados a partir
de los descriptores utilizados en el primer capitulo de esta tesis y analizados mediante técnicas de

estadistica multivariada.
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Caracterizacion molecular

Luego del screening se realiz6 una evaluacibn molecular para determinar si todas las plantas
sobrevivientes correspondian a hibridos entre el cultivo y la maleza. Con este fin, se colectaron
hojas jovenes de un subgrupo (n = 46) de las plantas que sobrevivieron al herbicida y de los
respectivos controles. El tejido fue lizado, y con el mismo se realizé una extraccion de ADN
gendmico mediante un método modificado de Doyle y Doyle (1987). A modo de control de la
especie B. napus (BN) se utilizaron individuos del cv. NEX y el cv. GOS, mientras que para la
especie B. rapa (BR) se utilizé la poblacién JUA y la coleccion LDU, proveniente del partido de
Necochea. Se analizaron los individuos mediante una PCR-multiplex (Henegariu et al., 1997)
utilizando un par de primers especifico del genoma A y otro especifico del genoma C (Tabla 2.3). El
caracter hibrido de las plantas IMI-resistentes se confirmaria en el caso de que amplificaran las
bandas correspondientes al genoma C (B. napus) y presentaran alelos especificos de cada especie

parental en el genoma A.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un ciclador BioRad modelo My Cycler™ Thermal
Cycler. En un volumen final de reaccién de 20 uL se colocaron 30 ng de ADN, Buffer PCR 1X Gibco,
MgCl, (0,05 nM), dNTP (0,625 nM de cada uno), primer Ap1C5Pr (F y R; 10 pM de cada uno) y
primer BRMSO005 (F y R; 21 pM de cada uno) y Taq polimerasa (1U), llevando a volumen con agua
ultra pura. Las distintas concentraciones de los iniciadores se establecieron en forma empirica,
aumentando la concentracidn del par de primers para el loci “débil” y disminuyéndola en los primers
del loci “fuerte” (Henegariu et al., 1997; Tang et al., 2003). En la amplificacion se utilizé un programa
de PCR con touchdown (Don et al., 1991) para minimizar la presencia de amplicones falsos. La
desnaturalizacion inicial se realiz6 a 95°C durante 4 minutos, seguida de un ciclo compuesto por
94°C por 30 seg, Ta + 5°C (Ta = 55°C) por 45 seg y 72°C por 1 min. La temperatura de hibridacién
fue decreciendo un grado por ciclo en los siguientes ciclos hasta alcanzar T, — 5°C. Luego de los 10
ciclos de touchdown, los productos de PCR fueron amplificados durante 30 ciclos a 94°C por 30
seg, Ta por 45 seg y 72°C por 1 min, con una extension final de 20 minutos a 72°C. Los productos
de amplificacién se analizaron posteriormente en geles de poliacrilamida 6% con buffer TBE 1X. Se
sembraron 8 pl del producto de cada amplificacion y se corrieron por 50 min a 40 W, seguido de 20
min a 50 W en una cuba de secuenciacién BioRad modelo PowerPac™HV Power Supply. Se
incluyé un marcador de peso molecular de 50 pb de la empresa Productos Bio-Légicos. Las bandas
SSR fueron visualizadas por tincidbn con nitrato de plata y luego escaneadas. La lectura de los
fragmentos de ADN fue visual, asumiendo que cada banda representaba un locus simple co-

dominante
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Para determinar la presencia de la mutacién PM2 del gen BnAHAS3 que le confiere resistencia a
imidazolinonas, se realiz6 una experimentacion molecular sobre 10 individuos que sobrevivieron al
experimento de screening, provenientes de las dos poblaciones (Gla y G1b). Para esto se utilizaron
marcadores CAPS desarrollados por Hu et al. (2017). La primera etapa que consta de una
amplificacibn mediante PCR, se realiz6 en tubos con un volumen final de reaccion de 20 uL que
contenian 30 ng de ADN, Buffer PCR 1X Gibco, MgCl, (0,05 nM), dNTP (0,625 nM de cada uno),
primer BsrDI (F y R; 10 pM de cada uno) y Taq polimerasa (1U), llevando a volumen con agua ultra
pura. Las condiciones de PCR constaron de los siguientes pasos: desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos compuestos de 94°C por 30 seg, 56°C por 45 seg y 72°C
por 1 min. Por ultimo, una extension final de 10 minutos a 72°C. La segunda etapa, clivaje con
enzima de restriccion, se llevé a cabo en un volumen de 25 uL compuesto por 8 L de producto de
PCR, 0,5 pL de enzima BsrDI (Catalogo: R0574S, New England Biolabs Inc.), 2,5 uL de Buffer 10X
NEB 2.1, llevando a volumen con agua ultra pura. Los tubos de reaccion fueron incubados por 1 h a
65°C, y luego, los productos de digestion se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 65 V por 1 h
para posteriormente ser teflidos con bromuro de etidio para su visualizacion.

Tabla 2.3. Secuencia de los primers utilizados en la experimentacién molecular y su ubicacién en el genoma A
o C correspondiente a las Brasiciceas.

Primer Secuencia (5' - 3') Genoma Fuente
BRMS005 F ACCTCCTGCAGATTCGTGTC A Suwabe et al., 2002
R GCTGACCTTTCTTACCGCTC
F GCGTAGGAGGTGGTAAAGATAGC o
AP1C5Pr C Allainguillaume et al., 2006
R ACACCCACATTGCATTTTACCC
BsrDI F GTTTGCGAGCAGGGCTAAGA
A Hu et al., 2017
R GACATCCAACAGGTACGGTCCA
Resultados

Screening de individuos resistentes a imidazolinonas

Se encontraron individuos resistentes a la aplicacion de herbicidas de la familia de las
imidazolinonas en las dos accesiones correspondientes a la primera generacion de hibridos B. rapa
x B. napus (Gla y G1b), sin embargo, la frecuencia de estos individuos fue baja, aunque
estadisticamente diferente del control susceptible y a una doble dosis comercial. Al evaluar la

persistencia de la resistencia en generaciones avanzadas recolectadas en el mismo establecimiento
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(G2, G4, G6 y G7), no se encontraron individuos sobrevivientes a la aplicacion de imidazolinonas, a
excepcién de una Unica planta en la coleccién G6. El herbicida fue letal en la totalidad de las plantas
susceptibles JUA mientras que no tuvo ningun efecto sobre el cultivar NEX (Tabla 2.4). Los
individuos IMI-resistentes presentaron caracteres morfolégicos semejantes al cultivo NEX, con baja
fertilidad y semillas de tamafio reducido, mostrando concordancia con los resultados obtenidos en el
primer capitulo de esta tesis para los individuos FT.

Tabla 2.4. Supervivencia de individuos (% +/- EE) a una doble dosis comercial de imazapir sobre
generaciones sucesivas recolectadas en el mismo establecimiento y sus respectivos controles.

Accesion Ano d? Generacion  gypervivencia (%)
recoleccion
BAL 08-1 2008 Gla 10,64 +/-0,01 Db
BAL 08-2 2008 Gl1b 3,64+/-0,01 cd
BAL 09 2009 G2 0,00 +/-0,00 d
BAL 11 2011 G4 0,00 +/-0,00 d
BAL 13 2013 G6 0,18 +/-0,00 d
BAL 14 2014 G7 0,00 +/-0,00 d
JUA 2008 0,00 +/- 0,00 d
NEX 2012 100,00 +/- 0,00

Letras distintas indican diferencias significativas segun test de comparacion de medias de Fisher (p<0,01).

Caracterizacidn molecular

Se desarrollé una técnica de PCR-Multiplex para dos marcadores SSR en el género Brassica. Los
geles de poliacrilamida presentaron una buena resolucion de los materiales cultivados, silvestres y
los hibridos putativos entre ellos (Figura 2.1). La experimentacién molecular permitié distinguir entre
biotipos, identificando ambos controles correspondientes a las especies B. napus y B. rapa, y

asignar la pertenencia gendémica a los individuos objeto de estudio.
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Figura 2.1. Patron de amplificacién correspondiente a la PCR-multiplex para individuos de los biotipos B.
napus, B. rapa y G1. BR (calles 1-4): controles de la maleza (JUA y LDU); BN (calles 5-9): controles del cultivo
(NEX y GOS); G1 (calles 11-21): individuos IMI-resistentes; M: Marcador de peso molecular. a) Alelo de 140
pb del SSR BRMSO005. b) Alelo de 150 pb del SSR BRMSO005. c) Alelo de 170 pb del SSR BRMS005. d) Alelo
de 178 pb del SSR BRMSO005. e) Alelo de 240 pb del SSR Aplc5Pr.

De los dos loci SSR analizados solo el BRMS005 fue polimérfico con 4 alelos. Estos cuatro alelos se
amplificaron en los individuos G1 IMI-resistentes, mientras que en los individuos control B. rapa se
amplificaron tres alelos, y en B. napus solo uno. Por otro lado, el locus SSR AP1c5Pr fue
monomoarfico. Comparando las dos especies B. rapa y B. napus, se observé que el alelo de 140 pb
correspondiente al locus BRMS005 solo se amplificé en B. napus. Asimismo, los alelos de 150 pb,
170 pb y 178 pb, de mayor peso, fueron exclusivos de la especie B. rapa, mientras que el SSR
AplC5pr solo generd productos de amplificacion en la especie B. napus (240 pb) y no en B. rapa,

como era de esperarse (Tabla 2.5).

Se confirmé el caracter hibrido de la totalidad de individuos analizados de la G1 debido a que
cumplieron con el doble requisito de: corroborar la presencia del genoma C, al amplificar segmentos
de 240 pb correspondientes al SSR Aplc5Pr; y presentar un patron de bandas heterocigota para el
locus BRMS005, conformado por un alelo especifico de B. napus y otro de B. rapa en todos los
casos. En cuanto al Unico individuo que sobrevivi6 a la aplicacién de imidazolinonas en la G6, este
presentd solo los alelos correspondientes a B. napus (BRMS005 140 pb, Apic5Pr 240 pb), por lo

gue seria un voluntario del cultivo de colza.
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Tabla 2.5. Cantidad de individuos analizados y frecuencia alélica de los microsatélites utilizados (BRMS005,
AP1C5pr) en los controles correspondientes a ambos parentales (BR y BN) y los individuos IMI-resistentes de
la primera generacién de hibridos B. rapa x B. napus (accesiones BAL 08A y BAL 08B), y el total de las dos
poblaciones juntas.

BR BN G1 Gl
a B atb

Numero de
Individuos 8 8 3t 1o 40
Locus SSR Alelo (pb)
BRMS005 140 0,000 1,000 0,500 0,500 0,500
BRMS005 150 0,375 0,000 0,355 0,266 0,326
BRMS005 170 0,250 0,000 0,032 0,200 0,076
BRMS005 178 0,375 0,000 0,113 0,034 0,098
Aplc5Pr 240 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000

El analisis molecular mediante marcadores CAPS en los individuos Glay G1b, que sobrevivieron al
herbicida, confirmé la presencia de la mutacion PM2 del gen BhnAHASS en estado heterocigota en la
totalidad de los individuos analizados. Los individuos NEX control generaron productos de
amplificacién, pero la enzima BsrDI no reconocié el sitio de restriccion, por lo que presentaron el
alelo mutante trp-574-leu en forma homocigota. Por otro lado, en los controles susceptibles JUA se
produjo el clivaje del segmento de ADN previamente amplificado por PCR, por lo que fueron

asignadas como susceptibles homocigotas (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Caracterizacion molecular y deteccion de la mutacion BNAHAS3 en hibridos interespecificos entre
un cultivar de colza IMIl-resistente y la maleza B. rapa mediante uso de marcadores CAPS. 1: control
resistente (NEX); 2: control susceptible (JUA); 3-5: individuos Gla; 6-7: Individuos G1b; M: Marcador de peso
molecular. a) Alelo de 766 pb. b) Alelo de 570 pb c) Alelo de 196 pb.

Discusion

Hasta la fecha, no se ha encontrado una mutacidn espontanea en individuos de la especie B. rapa
que confiera resistencia a herbicidas inhibidores de la sintesis de ALS (Heap, 2018). El screening
con imazapir descripto en este capitulo permiti6 detectar una proporcion significativa de plantas
resistentes a la aplicacion del herbicida de la familia de las imidazolinonas, en la progenie de una
poblacion de B. rapa del partido de Balcarce. Este caso fue documentado en la Red de
Conocimiento de Malezas Resistentes del AAPRESID (REM, 2014b) y en una publicacién cientifica

con referato (Ureta et al., 2017).
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A pesar de que las dos accesiones que presentaron individuos IMI-resistentes se colectaron en el
mismo afio y solo a poco mas de 200 m de distancia, una de las dos mostré una frecuencia de
individuos resistentes significativamente mayora la otra. La accesiéon Gla (BAL1l en el primer
capitulo) se ubicé entre dos lotes de colza Nexera 8450, mientras que G1b (BAL2) se encontr6 entre
un lote de colza Gospel y otro Nexera. Como se ha mencionado previamente, la sincronia floral
entre la maleza y los dos cultivares fue constatada en el establecimiento. Por otra parte, en estos
cultivos no se colocaron colmenas de abejas, por lo que no hubo mas polinizadores que los
naturales. En el partido de Balcarce entre los meses de agosto y abril la frecuencia de viento suele

ser predominante desde el norte hacia el sur (https://www.weatherspark.com/y

https://www.meteoblue.com/). Esto indica que los individuos B. rapa sobre los que se cosecho la

accesion Gla, se habrian visto favorecidos tanto por encontrarse entre dos lotes Nexera, como por
una polinizacién predominante desde el lote de este cultivar que se encontraba hacia el norte-
noreste de la poblacién. Por otro lado, la coleccién G1b limitaba hacia el norte con un lote en
barbecho, y poseia el lote de Nexera y el de Gospel hacia el oeste y el este, respectivamente.

La caracterizacion molecular permitié una rapida identificacion entre especies del género Brassica e
hibridos interespecificos. La presencia conjunta del genoma A y C en los individuos IMI-resistentes,
y el estado heterocigota en el que se encontraba el alelo mutante (PM2) del gen BnAHAS3,
permitieron confirmar que los individuos cultivo-maleza eran hibridos interespecificos. Ademas,
debido a que, segun los registros del establecimiento, el Ultimo cultivo de colza se habia realizado
12 afios previos al caso de estudio; que el evento de resistencia a imidazolinonas en colza comenz6
a estudiarse en el pais en 2008; que los cultivares con esta resistencia no fueron liberados
comercialmente sino hasta el afio 2013 (INASE, 2017) y que las plantas hibridas eran progenie de la
poblacién B. rapa lindante al cultivar Nexera 8450, se considera que los individuos cosechados

sobre las plantas B. rapa provenian de la primera generacion de hibridos cultivo-maleza.

Por lo tanto, la presencia simpétrica del cultivar de colza CL y la maleza, sumado a la ausencia de
individuos homocigotas para la mutacién PM2, que indicaria algun nivel de segregacion, corroboran
qgue el caracter de IMl-resistencia fue adquirido a través de la hibridacion espontanea entre el

cultivar NEXERA 8450 hacia el nabo silvestre en el centro del area productiva de la Argentina.

Numerosos autores han alertado sobre el riesgo de que genes de la especie cultivada B. napus
puedan introgresarse con éxito en el genoma de la especie B. rapa (Hansen et al., 2001),
incluyendo genes que confieren resistencia a herbicidas (Jorgensen y Andersen, 1994; Mikkelsen et

al., 1996a; Liu et al., 2013). En poblaciones de malezas, la seleccion de biotipos resistentes a


https://www.weatherspark.com/
https://www.meteoblue.com/
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herbicidas esta gobernada por varios factores (Beckie, 2006a), si bien la presion de seleccion
debido a aplicaciones repetidas de herbicidas con el mismo sitio de accién es el factor mas
importante en la evolucién de biotipos resistentes (Beckie, 2006a; Neve et al., 2014). En este
sentido, el afio siguiente al cultivo de colza CL se realizé una aplicacion de Misil ® en el mismo lote
sobre un cultivo de trigo. Este producto quimico incluye un herbicida inhibidor de la ALS
(Metsulfuron-metil) y un &cido benzoico (Dicamba). El herbicida Dicamba se encuentra registrado
para el control de B. rapa en Argentina (CASAFE, 2013/2015) y como la mayoria de los herbicidas
auxinicos, presenta baja persistencia en el suelo. Este tipo de herbicidas suelen generar menos
presiobn de seleccion que los que controlan sucesivos nacimientos durante la temporada de
crecimiento (Beckie, 2006a). Por el contrario, el Metsulfuron-metil al mantener actividad residual en
el suelo (Cobb y Reade, 2010), habria ejercido su accion fitotoxica durante un periodo mayor. Al
producirse nuevas cohortes de hibridos interespecificos, los biotipos susceptibles podrian haber

sido continuamente eliminados, mientras que los resistentes habrian sobrevivido.

Sin embargo, a pesar de la aparicién de individuos F1 IMI-resistentes, que se han reportado casos
de retrocruzas entre hibridos B. rapa x B. napus con la maleza parental (Jorgensen et al., 1996;
Mikkelsen et al., 1996b), y que la presién selectiva estuvo presente, no se detectaron individuos IMI-
resistentes dentro de la poblacion en los seis afios siguientes.

La época del afio en la que tiene lugar la emergencia de plantulas y el periodo durante el cual las
semillas viables persisten en el suelo son factores importantes que afectan el éxito de las
poblaciones naturales en distintos ambientes. Una posible explicacion por la cual el gen de
resistencia no habria perdurado en el tiempo podria ser debido al patron de germinacién post-
hibridacion. El destino de los individuos F1 se podria dividir, en base al momento de reclutamiento,
en tres fracciones: La primera, que no presentdé dormicion primaria, habria germinado bajo
condiciones favorables en los cultivos subsiguientes a la colza, los cuales fueron una soja de
segunda seguida por un cultivo de trigo; la segunda fraccion, podria haber desarrollado dormicion
secundaria y perdurar por mas tiempo; mientras que la Ultima fraccion incluiria semillas que

sufrieron muerte, predacion o germinacion letal (Gulden et al., 2003a).

Como se ha mencionado previamente, los hibridos interespecificos muestran un bajo nivel de
dormicion primaria (Landbo y Jorgensen, 1997). Es por esto que la fraccion primaria, sin dormicion,
habria sido la mayoritaria, generando individuos F1 que germinaron ante un ambiente favorable una
vez que culmind el ciclo de la maleza. Es sabido que cuando voluntarios B. napus crecen en cultivos

de verano luego de la cosecha, debido al acortamiento del ciclo, producen muy pocas semillas
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(Tolstrup et al., 2003; Jorgensen et al., 2007). Esta fraccién habria emergido en un cultivo de soja
sobre el que se efectud control quimico mediante glifosato. Si bien este producto quimico no esta
registrado para el nabo silvestre en Argentina (CASAFE, 2013/2015), es un herbicida total sobre el
gue se han citado controles cercanos o iguales al 100% sobre B. rapa (Pandolfo et al., 2018) y B.
napus convencional (Pandolfo et al., 2016), por lo que es de esperarse que los individuos que
germinaron sobre el cultivo siguiente hayan sido eliminados. Los resultados de Landbo y Jorgensen
(1997) indican que el escape en el tiempo podria ser mas factible en semillas F2, o a partir de la
primera generacién de retrocruzas con B. rapa, debido a que las semillas presentan mayor

dormicién.

En cuanto a los individuos de la segunda fraccion, estos habrian estado representados por un
namero considerablemente menor, ya que segun lo registrado en los viajes de colecta realizados en
el verano del afio siguiente, se detectaron unas pocas plantas B. rapa y todavia menos individuos
con caracteres intermedios entre B. napus y B. rapa solo en los bordes de los lotes que habian sido
cultivados con colza IMI. Debido a la poca cantidad de semilla disponible, estos Ultimos no pudieron
ser debidamente caracterizados ni tampoco presentaron resistencia al herbicida, segun los
resultados del screening. La dormicion secundaria es reducida en sistemas de labranza cero debido
a que las condiciones para inducir la misma son menos propicias, por encontrarse las semillas mas
cercanas a la superficie (Pekrun et al., 1998; Lutman et al., 2003; Gruber et al., 2004a; Jorgensen et
al., 2007; Nichols et al., 2015). En consecuencia, la induccion de dormicidon secundaria con este
sistema de labranza solo podria ocurrir por la incorporacién al suelo a través del corte realizado por
la sembradora del cultivo siguiente, al caer en grietas o poros del suelo o al ser movilizadas por
animales (Gruber et al., 2004b).

Aun si a través de la dormicidon secundaria, las semillas de los hibridos interespecificos hubieran
sobrevivido a la predacién por aves e insectos, y hubieran escapado al control del herbicida
dicamba que se aplicé sobre el trigo siguiente, las mismas exhibirian baja competitividad con este
cultivo debido a su reducida aptitud biolodgica (Gulden et al., 2008). Como se discutié en el Capitulo
1, existen diversos resultados en donde los hibridos entre B. napus y B. rapa presentan un fitness
intermedio (Hauser et al., 1998b; Hauser et al., 2003) o0 menor a ambas especies progenitoras
(Warwick et al., 2003; Allainguillaume et al., 2006). De hecho las plantas F1 de Balcarce exhibieron
reducida fertilidad en comparacion con las especies parentales. Por lo tanto, estas plantas habrian

generado una baja reposicion al banco de semillas lo cual disminuy6 su persistencia.
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Por dltimo, en estudios previos se ha demostrado que los eventos de introgresion no estan solo
relacionados al fithess hibrido, sino también, a la frecuencia local de las especies parentales y de
las diferentes generaciones de hibridos (F1, retrocruzas y generaciones avanzadas). Por lo tanto, la
transmisién de genes desde los hibridos de primera generacién hacia la maleza a través del polen
es bioldégicamente mas dificil y solo posible si las plantas F1 se encuentran en una frecuencia mayor
a su parental B. rapa (Pertl et al., 2002; Hauser et al., 2003), lo cual no sucedié en la situacion de

Balcarce.

En conclusion, tanto la ausencia de dormicién primaria, como la reducida aptitud biol6gica de los
hibridos habrian actuado en contra del establecimiento de un gran ndmero de individuos. Esto
habria minimizado la posibilidad de retrocruzamiento con la maleza, evitando asi perpetuar el gen
de IMI-resistencia en generaciones avanzadas. El productor, al apostar a diversos cultivos junto con
la combinacién de distintos modos de accién, disminuyd considerablemente el riesgo potencial
presente. Debido a esto, al cabo de una sola generacion la presencia del gen de IMI-resistencia en

el lote donde inicialmente se produjo la hibridacién fue controlada.
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CAPITULO Il
RELEVAMIENTO DE POBLACIONES BRASICACEAS CON RESISTENCIA
TRANSGENICA A GLIFOSATO Y GLUFOSINATO DE AMONIO

Introduccién

El advenimiento de cultivos genéticamente modificados (GM) y su notable expansion en términos de
area cultivada ha abierto intensos debates sobre su seguridad. Se han planteado inquietudes acerca
de la liberacion comercial de cultivos GM, y la posibilidad de que generen efectos ambientales y
econdémicos adversos (Devos et al., 2012).

En regiones donde el cultivo de colza transgénica se encuentra autorizado, como en Canada, E.E.
U.U. y Australia suelen aparecer poblaciones ferales de B. napus GM (Yoshimura et al., 2006;
Knispel y McLachlan, 2010; Schafer et al., 2011; Devos et al., 2012; Busi y Powles, 2016). Sin
embargo, lo mismo se ha reportado en paises donde los cultivares transgénicos no estaban
autorizadas, como Japon, Bélgica y Suiza. Alli aparecen en zonas portuarias, caminos y vias
férreas, posiblemente debido a la dispersion de propagulos por el manipuleo y transporte de granos
importados (Saji et al., 2005; Aono et al.,, 2006; Nishizawa et al., 2009; Devos et al., 2012;
Schoenenberger y D'Andrea, 2012; Hecht et al., 2014; Schulze et al., 2014). Inclusive se han citado
casos de poblaciones ferales de B. napus con resistencia transgénica a glifosato, a glufosinato de
amonio y a ambos herbicidas apilados en forma multiple, sugiriendo en este ultimo caso, la
ocurrencia de flujo intraespecifico en los habitats ferales y el apilamiento génico (Hall et al., 2000;
Beckie et al., 2003; Beckie et al., 2004; Aono et al., 2006; Knispel et al., 2008; Devos et al., 2012).
Asimismo, se han citado casos de hibridos B. rapa x B. napus con resistencia transgénica a
glifosato (Yoshimura et al.,, 2006; Aono et al., 2011) y el caso de una poblacién B. rapa con el
transgen introgresado en forma estable, el cual perduré por 6 afios en ausencia de presion de

seleccién mediante herbicida (Warwick et al., 2008).

El glifosato es el herbicida, por volumen y area tratada, mas utilizado en el mundo (Duke y Dayan,
2011; Green, 2012). Es un herbicida sistémico que preferencialmente se trasloca a los destinos
metabdlicos como los tejidos meristematicos, y es el Unico producto quimico que inhibe la enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, cominmente conocida como EPSPS, la cual participa en la
biosintesis de los amino&cidos arométicos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Padgette et al., 1995;
Powles y Yu, 2010; Duke y Dayan, 2011). El evento transgénico GT73 (o RT73) confiere a la colza

resistencia al herbicida glifosato (Monsanto, 2002). Consiste en una construccion genética que
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contiene dos genes: uno que codifica la enzima EPSPS insensible al herbicida, de la cepa
Agrobacterium tumefaciens CP4 (CP4 EPSPS) (Padgette et al., 1995); mientras que el otro gen
codifica la glifosato-oxidorreductasa, una enzima que degrada el glifosato en la planta (Barry y
Kishore, 1995). La proteina CP4 EPSPS, reduce la afinidad entre el herbicida y el complejo enzima-
sustrato, lo que permite que se catalicen normalmente las reacciones de sintesis de aminoacidos
arométicos (Green, 2009; Cobb y Reade, 2010). Los cultivares de colza con resistencia transgénica

a glifosato se denominan comercialmente como Roundup Ready ® o RR.

Para la deteccion y cuantificacion de organismos GM, el método de PCR es ampliamente utilizado
debido a la naturaleza estable de la molécula de ADN y a la sensibilidad de esta tecnologia. Se han
publicado métodos de PCR cuali y cuantitativa para la deteccion de eventos GM en colza-canola
(Demeke y Ratnayaka, 2008). En este sentido, Monsanto ha desarrollado un protocolo para la
deteccion del evento GT73 de canola (Monsanto, 2004), el cual fue validado por la Comision
Europea en el Protocolo RT73-Community Reference Laboratory for GMO Food and Feeds
(Mazzara et al., 2007).

El glufosinato de amonio, como el glifosato, es un herbicida de amplio espectro, e inhibe la enzima
glutamina sintetasa (Cobb y Reade, 2010). Esta proteina esta involucrada en la asimilacién de
amonio, catalizando la conversion del glutamato y el amonio en glutamina (Cobb y Reade, 2010). La
inhibiciébn de este proceso resulta en una rapida acumulacién de amonio téxico, agotamiento de
glutamina y otros aminoacidos, un decaimiento rapido de la fijacion de carbono y culmina con la
muerte de la planta (Coetzer et al., 2001; Sellers et al., 2003; Duke y Dayan, 2011). Los genes paty
bar, provenientes de diferentes especies de Strepromyces sp., codifican enzimas que inactivan el
glufosinato por acetilacion (Wehrmann et al., 1996) y han sido introducidas en muchas especies
cultivadas, incluyendo a la colza (Beckie et al., 2003; Duke y Dayan, 2011). Debido a un mayor
costo y menor performance del herbicida respecto al glifosato, los cultivares resistentes a
glufosinato de amonio (LL) han tenido un mercado mas reducido. Sin embargo, actualmente su uso
ha ido en aumento sobre todo en lotes infestados con malezas resistentes a glifosato (Duke y
Dayan, 2011).

En Argentina, debido al riesgo que generaba la existencia de parientes silvestres naturalizados con
los cuales podia ocasionarse flujo génico, se deneg6 en 1997 la solicitud para realizar actividades
experimentales a campo con B. napus resistente a glifosato (SAGPYA, Resolucién 228/97). Por otro
lado, en el afio 2007, el INASE (Instituto Nacional de Semillas) a través de la Resolucién 305/07,

prohibié la importaciébn de colza portadora de eventos transgénicos no autorizados para su
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produccién y comercializacién en el pais, y, ademas, condicion6 la solicitud de importacién de
semillas de esta especie al acompafiamiento de un certificado de analisis que acredite que la misma

se hallara libre de eventos transgénicos.

A pesar de la efectivizacion de estas medidas, en el afio 2012 se hallaron poblaciones de B. napus
con resistencia transgénica a glifosato en lotes del SE de la provincia de Buenos Aires que no
contaban con historia reciente de cultivos de colza (Pandolfo et al., 2016). Simultaneamente,
poblaciones naturales de B. rapa con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de AHAS se
detectaron en la misma region (Pandolfo et al., 2018). El origen de estos biotipos es incierto, y pudo
deberse a la siembra informal de colza RR o0 a la introduccion accidental de semilla transgénica
como contaminante de cultivares comerciales o de grano para industria importados al pais, previo al
afio 2007. Hasta 2016, todos los cultivares de colza que se comercializaban en el pais eran
introducciones de los principales centros mundiales de mejoramiento, algunos de los cuales
producen colza RR y LL (Canad4, EEUU y Australia) (Liliana Iriarte, comunicacién personal; INASE,
2017). Chile es el pais mas cercano en donde se cultiva colza transgénica, solo para exportacion.
Sin embargo, los datos existentes revelan importaciones provenientes desde alli con posterioridad al
afio 2007 (INDEC, 2017), y tampoco existen reportes de B. rapa resistente en el mismo.

Debido a la presencia de biotipos ferales de B. napus GM con resistencia transgénica a glifosato, a
gue B. rapa tiene un alto potencial de hibridacidon con la colza cultivada en forma espontanea
(Warwick et al., 2003), y a que se han citado tasas de entrecruzamiento en esta especie que varian
entre un 12% y un 47% (Becker et al., 1992), existe la posibilidad de hallar nuevas poblaciones de
B. napus y/o B. rapa con resistencia a glifosato o a glufosinato de amonio; y que el cruzamiento
intraespecifico haya generado biotipos de colza con resistencia transgénica multiple a ambos

herbicidas. Por lo tanto, estas situaciones deben ser estudiadas.

Los objetivos de este capitulo fueron: a) Detectar la presencia del evento GT73 en distintas
poblaciones Brasicaceas de la Regién Pampeana; b) Evaluar la respuesta a glufosinato de amonio

en poblaciones de B. napus y B. rapa con resistencia transgénica a glifosato.

Materiales y Métodos

Screening de individuos resistentes a glifosato v glufosinato de amonio

Para el relevamiento de individuos resistentes a glifosato (GLI) se utilizaron diez accesiones de la

especie B. napus (BN) y dos accesiones de la especie B. rapa (BR) provenientes de distintos lotes
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agricolas de la region pampeana (Tabla 4.1). La siembra se realiz6 sobre macetas de 15 cm de
diametro (unidad experimental) compuestas de una mezcla de suelo y sustrato comercial (Grow Mix
® Terrafertil) en una proporcion 3:1. Las plantas se desarrollaron en invernaculo, con riego
automatico diario. Se utilizd un disefio completamente aleatorizado considerando a las accesiones
como tratamientos. Se utilizaron 10 repeticiones para las accesiones BN, excepto en el caso de la
accesion PIE y las colecciones BR en las que la cantidad de semilla disponible solo alcanzé para
completar 5 repeticiones. Se utilizé un control resistente y un control susceptible segin Moss et al.
(1999). Debido a la normativa que prohibe importar cultivares de colza RR, a modo de control
resistente se utilizé la poblacién feral GER de B. napus, la cual fue caracterizada por Pandolfo et al.
(2016). El control susceptible se sembré con el doble de repeticiones que el resto de las accesiones
debido a que 10 unidades experimentales fueron tratadas con herbicida y las 10 restantes se

utilizaron como control no pulverizado.

A los 28 dias después de la siembra (DDS), cuando las plantas se encontraban en un estadio de 2-
3 hojas (B2-B3, CETIOM), se hizo un recuento y raleo de individuos para alcanzar n = 10 en cada
unidad experimental y posteriormente se realizé la aplicacion del herbicida. Se utiliz6 una doble
dosis comercial (2X = 2,16 kg e.a. ha™ = 6 L P.C. ha™) del herbicida Credit ® (glifosato formulado
como sal isopropilamina al 48%) con un equipo experimental provisto por una pastilla Teejet 8001
EVB. Se trabaj6 a una velocidad de 1,45 km h™* con un caudal de 195 L ha™® y una presién de 290
kPa. Luego de 31 dias de la aplicacion (DDA) se evalu6 la supervivencia de las plantas a través de
la escala binaria: 0 = sin sintomas visibles, 1 = muerte del meristema de crecimiento, se cosecho el
tejido aéreo remanente de las plantas y este fue secado en estufa a 50 °C hasta alcanzar peso

constante.

En forma similar al experimento GLI, se realizo un screening de individuos resistentes a glufosinato
de amonio (GLU). Para el mismo se utilizaron 2 accesiones de la especie B. napus y 2 accesiones
correspondientes a B. rapa, colectadas dentro de lotes de soja en la regién pampeana y de probada
resistencia transgénica al herbicida glifosato (Tabla 3.1; Figura 3.1) (Pandolfo et al., 2016; Pandolfo
et al., 2018). La siembra y el disefio experimental se realizaron de la misma manera que para el
experimento GLI, con 15 repeticiones para todos los tratamientos. En este experimento, debido a la
ausencia de biotipos resistentes a glufosinato en el pais, se incluyé un control susceptible que no
fue tratado por el herbicida (JUA-C) en forma adicional a los dos controles susceptibles de cada una
de las especies, los cuales fueron pulverizados con el herbicida. A los 54 DDS, cuando las plantas
se encontraban en un estadio de 3-4 hojas (B3-B4, CETIOM), se realizo el raleo de individuos para

alcanzar n = 10 en cada unidad experimental y posteriormente se pulveriz6 con el herbicida.
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Utilizando el mismo equipo y condiciones de pulverizado que en GLI se aplico una doble dosis
comercial (2X = 0,8 kg i.a. ha® = 4 L P.C. ha?) del herbicida Liberty ® (glufosinato de amonio
formulado al 20%). Luego de 21 DDA, se evalud la supervivencia de los individuos de la misma
manera que en el experimento GLI y a los 33 DDA se cosecharon las plantas para ser secadas en
estufa. La respuesta en ambas experimentaciones fue expresada como porcentaje del total de
plantas sin sintomas visibles, y como porcentaje de reduccion del peso de la materia seca respecto

del control susceptible no tratado (adaptado de Moss et al., 1999).

Tabla 3.1. Accesiones utilizadas en el screening de resistencia a glifosato y glufosinato de amonio, especie a
la que pertenecen, afio de recoleccion, origen y experimentos en los que participo.

Especie Recoleccion  Accesion Origen Experimento
Brassica napus 2008 PRI Pringles GLI
Brassica napus 2009 RIO Rio Cuarto GLI
Brassica napus 2009 BAL a Balcarce GLI
Brassica napus 2009 BAL b Balcarce GLI
Brassica napus 2011 AZU a Azul GLI
Brassica napus 2011 LOB Loberia GLI
Brassica napus 2011 PIE Pieres GLI
Brassica napus 2013 DOR Dorrego GLI
Brassica napus 2013 GVI General Villegas GLI
Brassica napus 2013 ENE Energia GLI
Brassica napus 2015 SMA San Mayol GLI
Brassica napus 2008 NEX Cv. comercial GLI Contral S
Brassica napus 2013 GER Gonzales Chaves  GLI Control R

Brassica rapa 2011 TAN Tandil GLI
Brassica rapa 2015 LDU La Dulce GLI
Brassica napus 2015 SMA San Mayol GLU
Brassica napus 2008 NEX Cv. comercial GLU Control S
Brassica napus 2013 GER Gonzales Chaves GLU
Brassica rapa 2015 LDU La Dulce GLU
Brassica rapa 2016 AZU b Azul GLU
Brassica rapa 2009 JUA Benito Juérez GLU Control S

GLI corresponde al experimento de screening de individuos resistentes a glifosato.

GLU corresponde al experimento de screening de individuos resistentes a glufosinato de amonio.
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En ambas actividades experimentales, para ajustar los datos a una distribucion normal, fueron

transformados mediante la siguiente funcién (Ahrens et al., 1990):
y = arcsen [(x + 0,5)x0,5]*?

El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA y las medias se compararon a través de la
prueba de Fisher (p < 0,05). Una coleccion era considerada como resistente si se diferenciaba
estadisticamente del control susceptible, y si ademas presentaba menos de un 80% de reduccién de
la biomasa, como fue descripto por Moss et al. (1999).

Figura 3.1. Arriba: Individuos B. rapa en distintos ambientes con deficiente control mediante glifosato. A)
Individuos de la poblacién LDU creciendo cerca de una alcantarilla de la Ruta Prov. N° 86 luego de la
aplicacién de glifosato; B) Plantas de de la poblacion AZU b dentro de un lote de soja en madurez fisiolégica.
Abajo: Individuos B. napus en lotes de soja con deficiente control mediante glifosato. C) Individuos de la
poblacién GER en estado reproductivo dentro de una soja en estado vegetativo en 2012. D) La misma
poblacién GER en estado de fructificacion dentro de una soja en R5-R6 durante el afio 2014.
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Caracterizacion molecular

Sobre las colecciones que sobrevivieron al experimento GLI, se realizdé un analisis molecular para
determinar si la resistencia al mismo se debia a la presencia del evento transgénico GT73. Por lo
tanto, se volvid a realizar la siembra con las accesiones resistentes, y se aplic6 nuevamente el
herbicida en las mismas condiciones que para el experimento inicial, con el objeto de descartar de la
poblacion individuos que fueran susceptibles. Luego de 32 DDA se tomoé la hoja mas joven de un
subgrupo (n = 3) de las plantas resistentes de cada accesién. A modo de control susceptible se
utilizé el cv. NEX y como control resistente se emple6 la accesibn GER, ambos de la especie B.
napus. El protocolo de extraccion de ADN fue el mismo que el utilizado en el Capitulo 1 y 2 de esta
tesis. La presencia del transgen que confiere resistencia a glifosato se detecté mediante una PCR
basada en el método desarrollado para la deteccion del evento GT73 (Monsanto, 2004) y validado
por la Comision Europea (Mazzara et al., 2007). Los primers RT73* utilizados amplifican un producto
de 108 pb que comprende la regién recombinante entre la construccién transgénica y el genoma de
la colza. La integridad del ADN fue previamente chequeada mediante el par de primers BRMS005,

especificos del genoma A de Brassica.

La PCR se llevo a cabo en un ciclador BioRad modelo My Cycler™ Thermal Cycler. En un volumen
de reaccion final de 20 pL se colocaron: 30 ng de ADN, Buffer PCR 1X Gibco, MgCl, (0,05 nM),
dNTP (0,625 nM de cada uno), primers RT73 (10 pM de cada uno) y Taq polimerasa (1U), llevando
a volumen con agua ultra pura. La desnaturalizacion inicial se realizé a 95°C durante 5 minutos,
seguida de un ciclo compuesto por 94°C por 30 seg, 54°C por 45 seg y 72°C por 1 min, con una
extension final de 20 minutos a 72°C. Los productos de amplificacién se analizaron posteriormente
en geles de agarosa TAE 2%. Se incluyé un marcador de peso molecular de 100 pb de la empresa
Productos Bio-Légicos. La corrida electroforética se desarroll6 a 75 V por 1:30 h, posteriormente se
tifo el gel con bromuro de etidio para su visualizacion. La lectura de los fragmentos de ADN fue

visual, asumiendo que la banda de 108 pb representa la presencia del evento transgénico GT73.

Resultados

Screening de individuos resistentes a glifosato y glufosinato de amonio

En el screening GLI, la accesion GER presenté un nivel de resistencia elevado, con un 94,4% de

individuos resistentes y un 5% de reduccion de la materia seca remanente respecto al control sin

*5-CCATATTGACCATCATACTCATTGCT-3' y 5-GCTTATACGAAGGCAAGAAAAGGA-3’
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pulverizar, en concordancia con lo obtenido en experimentaciones previas, y validando su eleccién
como control resistente. En cuanto a las poblaciones bajo estudio, se encontraron individuos
resistentes a la aplicacion del herbicida glifosato en una de las diez accesiones BN evaluadas. La
poblacion SMA present6 un 37,4% de supervivencia, mientras que los individuos de las poblaciones
restantes mostraron sintomas de fitotoxicidad tipica del herbicida y muerte del meristema de
crecimiento en todas las unidades experimentales (Figura 3.2). Exceptuando a SMA, la proporcion
de biomasa remanente fue significativamente menor al control susceptible sin tratar en todos los
casos. Por el lado de las colecciones BR, solamente se encontraron plantas con resistencia al
herbicida en la poblacion LDU, la cual presenté un 68,9% de los individuos con el meristema de
crecimiento intacto. Tanto en SMA como en LDU la biomasa remanente no se diferencio
significativamente del control GER (Figura 3.3).

Figura 3.2. A) Mortalidad observada 15 DDA por la aplicacién de 2,16 kg e.a. ha™ de glifosato sobre individuos
no resistentes al herbicida. B) Comparacion visual de los efectos del herbicida sobre la accesion resistente

GER y otra susceptible, con mortalidad total de los individuos.
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Figura 3.3. Proporcion del peso seco remanente (media y error estandar) en las accesiones BN (azul) y BR
(rojo) respecto del control no pulverizado 31 DDA de glifosato. Barras con distinta letra presentan diferencias
significativas segun prueba de Fisher (p > 0,05).

Control susceptible: NEX. Control resistente: GER.

Por otra parte, ninguna de las poblaciones evaluadas de B. napus y B. rapa presentaron individuos
con resistencia al herbicida glufosinato de amonio. Los sintomas de clorosis y marchitamiento de
hojas aparecieron a los pocos dias de efectuado el tratamiento y en la estimacién visual realizada
21 DDA se determiné un control total de los individuos correspondientes a las accesiones evaluadas
(Figura 3.4). En cuanto a la biomasa remanente, si bien SMA, LDU y NEX 8450 presentaron niveles
de reduccién de la misma por debajo del umbral del 80%, todas las colecciones se diferenciaron
estadisticamente del control no tratado (JUA-C) (Figura 3.5).
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Figura 3.4. A) Mortalidad observada 21 DDA en todos los biotipos pulverizados con 0,8 kg i.a. ha™® de
glufosinato de amonio. B) Comparacion visual de la mortalidad en un biotipo pulverizado y el control no
pulverizado.
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Figura 3.5. Proporcién del peso seco remanente (media y error estandar) del control sin tratar (JUA-C), y de
las accesiones BN (azul) y BR (rojo) respecto del control no pulverizado 33 DDA. Barras con distinta letra
presentan diferencias significativas segun prueba de Fisher (p > 0,05).

Control susceptible BR: JUA. Control susceptible BN: NEX.

Caracterizacidn molecular

A partir de los resultados obtenidos en GLI, se realizd la experimentacion molecular sobre las
colecciones SMA y LDU. Todos los individuos evaluados de ambas colecciones amplificaron el
fragmento de 108 pb correspondiente al evento GT73, confirmando el origen transgénico de la
resistencia al herbicida. Como era de esperarse, el control resistente GER presentd el fragmento
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correspondiente al evento, mientras que el producto no fue amplificado en ninguno de los individuos

susceptibles del cv. NEX (Figura 3.6).

1 23 4 5 6 7 M

Figura 3.6. Patrén de amplificacién obtenido mediante el primer RT73 para el cultivar NEX (1), la poblacion B.
napus feral de GER (2), y las accesiones LDU (3-4) y SMA (5-6). La 7ma calle corresponde a un control
negativo. a) Alelo de 108 pb.

Discusion

Del total de poblaciones B. napus y B. rapa evaluadas solo una accesion de cada especie,
provenientes de los partidos de Necochea y Tres arroyos, mostraron niveles de resistencia elevados
al herbicida glifosato en experimentos controlados. El origen transgénico de la resistencia fue

confirmado a partir de marcadores moleculares en ambos casos.

La presencia de poblaciones naturales de B. rapa con eventos transgénicos puede deberse a flujo

génico desde B. napus RR, o por la presencia adventicia de individuos de la maleza con el evento,
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como contaminantes de semilla importada. Si bien en 1998 se liberé en Canada un cultivar de B.
rapa RR, la misma fue prohibida en el afio 2003, por lo que desde hace méas de 14 afios la Unica
especie que se ha comercializado con el evento GT73 es B. napus (ISAAA, 2018). Asi como en
paises donde la produccion de cultivares transgénicos no estaba permitido, la presencia de B.
napus feral resistente a glifosato se ha reportado recientemente en Argentina (Pandolfo et al., 2016).
Su origen, podria deberse al cultivo informal de colza transgénica o la introduccién de
contaminantes dentro de la semilla importada, previo al afio 2007, cuando la legislacion nacional

regulé como obligatorio el analisis probatorio de ausencia de material GM (INASE, 2007).

La poblacibn SMA fue colectada en 2015 en estado de fructificaciébn, de un lote en barbecho
guimico, dentro del mismo establecimiento y a menos de 1,8 km del sitio donde en 2012 se habia
detectado una poblacion de B. napus con resistencia transgénica a glifosato. De acuerdo a
informacién brindada por el productor, en la campafia 2006/2007 se habia sembrado una colza de
origen incierto, de la que luego emergieron plantas voluntarias resistentes (Pandolfo et al., 2016). La
poblacion de colza transgénica hallada en 2012 presentaba valores intermedios entre el cultivo y la
maleza para el contenido de glucosinolatos y acido erucico (Claudio Pandolfo, comunicacién
personal). Debido a que la accesion colectada en el afio 2015 presentaba rasgos de B. rapa en su
fenotipo (datos no mostrados), no se descarta que haya existido un evento de hibridacion con esta
especie en afos previos y, por lo tanto, los individuos resistentes de la accesién B. napus de SMA
podrian ser individuos de generaciones avanzadas de este cruzamiento. Esto explicaria el nivel de

segregacion observado en el rasgo de resistencia.

El origen de la poblacién LDU estaria asociado a flujo génico con colza RR y posterior introgresion
del transgen. Esta accesion presentd una estabilidad mayor a SMA en la proporcion de individuos
resistentes y un contenido cromosémico diploide. Asimismo, no existen registros de poblaciones
ferales de colza en su cercania (Pandolfo et al., 2018). Estas caracteristicas sugieren que el
proceso de introgresion se encontraba en etapas avanzadas al momento de la recoleccion. Por lo
tanto, se hipotetiza que los individuos B. rapa introgresados fueron introducidos accidentalmente al

pais, desde alguno de los paises donde la produccion de colza GM esta autorizada.

La presencia accidental de individuos fuera de tipo en Canada no es infrecuente en lotes de semilla
certificada. Alli, en evaluaciones sobre esta clase de semilla, se encontraron hasta un 0,30% de
individuos con resistencia transgénica multiple a glifosato y glufosinato de amonio, cuando el umbral
de plantas fuera de tipo para esta clase en ese pais es de 0,25% (Beckie et al., 2003). En tanto

Friesen et al. (2003) hallaron en lotes de semilla de colza convencional contaminacién con
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individuos GM por encima de un 2,0%. Una vez introducida en Argentina, la semilla pudo haberse
dispersado largas distancias a través de la maquinaria agricola, durante la cosecha o por la caida

de semillas en el transporte (von der Lippe y Kowarik, 2007).

La existencia de casos de resistencia multiple a glifosato y glufosinato en B. napus (Hall et al., 2000;
Beckie et al., 2003; Aono et al., 2006) y B. rapa (Yoshimura et al., 2006; Warwick et al., 2008; Aono
et al., 2011), permite suponer que, en estas especies, el potencial de apilamiento de transgenes con
resistencia a herbicidas mediante el flujo de genes es elevado. El experimento GLU evidencié la
ausencia de resistencia al herbicida glufosinato de amonio en poblaciones de colza y nabo
provenientes de la regiébn pampeana. Tampoco se ha reportado hasta la fecha la presencia de

biotipos con resistencia a este herbicida en el pais (http://www.aapresid.org.ar/rem/;

http://www.weedscience.com/; Heap, 2018), por lo que este producto quimico continua siendo una

buena alternativa para controlar poblaciones resistentes.

La ausencia de biotipos con resistencia a glufosinato se podria atribuir a dos factores. El primero, se
debe al 4rea sembrada con cultivares resistentes a este herbicida en las regiones donde esta
autorizado, debido a que la colza LL no ha captado tanto mercado como si lo hicieron los cultivares
RR (Reddy y Nandula, 2012). En Canada, uno de los principales paises desde donde se importa
semilla y grano para industria a nuestro pais (INDEC, 2017), los cultivares de colza con resistencia a
glufosinato no presentan menor importancia que sus contrapartes resistentes a glifosato, y ocupan
un 32% del area sembrada con cultivares resistentes a herbicidas respecto al 50% cultivado con
genotipos RR (Beckie et al., 2006b). Si bien biotipos de colza LL se han detectado en diversos
paises donde no estaba autorizada como Japén y Bélgica, desde los cuales también se han
realizado importaciones de semilla en forma casual durante los dltimos 15 afios (INDEC, 2017), las
poblaciones resistentes aparecen alli en ambientes ruderales, asociadas principalmente a la pérdida
de propagulos durante el transporte de granos importados, y no dentro de campos cultivados
(Devos et al., 2012), por lo que la proporcion de semilla GM presente en lotes de exportacion seria
casi nula. El segundo factor, y tal vez el mas importante, se deberia a la falta de presion de
seleccién intensa y continua a través de este producto quimico en nuestro pais. La consolidacion en
la region pampeana de un modelo productivo basado en escasas 0 nulas rotaciones y en una
dependencia casi exclusiva del glifosato (Vitta et al., 2004; Papa y Tuesca, 2014) ocasiona que, en
relacion al mismo, el uso de principios activos alternativos sea muy inferior. De todas maneras, la
utilidad del glufosinato de amonio como herbicida alternativo para el control de biotipos resistentes a
glifosato podria no ser suficiente para erradicar los mismos y su perdurabilidad como alternativa de

control estaria sujeta al éxito en las barreras de control de colza importada. Incluso pequefios
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niveles de impurezas pueden no ser detectadas bajo los actuales limites y sin embargo ser
causantes de introducciones accidentales de plantas GM en ambientes libres de ellas (Schulze et
al., 2015).

En la actualidad, la presencia de poblaciones B. napus y B. rapa con resistencia transgénica a
glifosato en Argentina representa un escenario ambiental negativo, debido a la liberacién de un
transgén en ambientes naturales (Pandolfo et al., 2018). A su vez, debido a la amplia distribucién de
B. rapa en el pais, se genera un riesgo futuro, ya que la persistencia de poblaciones RH incrementa
el riesgo de cruzamiento inter e intraespecifico. Estudios previos han demostrado que, en sistemas
agricolas caracterizados por el intenso uso de glifosato, la invasividad de poblaciones B. napus GM
se acrecienta por la accion selectiva del herbicida, estableciendo un banco de semillas y pudiendo
persistir hasta 7 afios post-cultivo (Beckie y Warwick, 2010). En ambientes ruderales, la probabilidad
de persistencia a largo plazo es menor, debido a que la colza es un competidor débil, y, por lo tanto,
Su presencia o persistencia en banquinas estard sujeta a derrames recurrentes de semilla y la
capacidad de las mismas de competir en la comunidad circundante (Yoshimura et al., 2006). En
Australia, se encontré una pequefia poblacion de colza con resistencia transgénica a glifosato en un
area natural que logré persistir por tres afios. La extincion de esta poblaciéon se vinculo al
decaimiento progresivo en el nimero de plantas emergidas (Busi y Powles, 2016). Ademas de
aumentar la eficiencia en los analisis de semillas certificadas que ingresan al pais, para reducir el
riesgo de futuras introducciones de eventos transgénicos, los esfuerzos deberian avocarse en
minimizar el derrame de granos importados durante la descarga y el transporte (Schulze et al.,
2015).
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CONCLUSIONES

La poblacion B. rapa que se encontré en floracion simultanea con colza IMI-resistente y
convencional, en el establecimiento de Balcarce, present6 plantas fuera de tipo en su progenie. La
caracterizacion fenotipica de estas poblaciones puso de manifiesto evidencias de flujo génico entre
B. napus y el nabo silvestre en condiciones naturales. Al igual que en otras regiones del mundo,
donde se ha comprobado hibridacién entre estas especies del género Brassica, el grado de
entrecruzamiento hacia la maleza fue bajo. Asimismo, para este ambiente en particular, la
frecuencia de hibridacion habria sido ampliamente superior desde el cultivar resistente a

imidazolinonas que desde su contraparte susceptible.

La caracterizacion de los hibridos cultivo-maleza permitié identificar ciertos rasgos que pueden ser
utilizados para su deteccién a campo. En el estado de roseta, la forma de hoja eliptica, de color
verde glauco y sin tricomas, mientras que en etapas reproductivas la presencia de pimpollos por
encima de las flores abiertas, es caracteristico de este tipo de plantas. En los viajes de colecta que
acontecieron posteriormente, el grupo de investigacion los ha utilizado regularmente para detectar

hibridos interespecificos dentro de las poblaciones parentales.

Asimismo, se confirmo la transferencia de la resistencia a herbicidas a una fraccion de la poblacién
B. rapa. La proporcion de plantas resistentes fue similar a las encontradas para los hibridos
detectados a través de rasgos morfolégicos. Estas plantas fueron caracterizadas a partir de
marcadores moleculares, y junto con la informacion de los registros de campo, permitieron

determinar que correspondian a hibridos interespecificos cultivo-maleza de primera generacion.

Pese a que la resistencia a imidazolinonas fue transferida a la progenie de B. rapa, las condiciones
para que este rasgo persista en el ambiente no ocurrieron. La frecuencia de los individuos F1 fue
insuficiente para introgresar el gen en la maleza a través de sucesivas retrocruzas. Factores como
la ausencia de dormicién primaria y la reducida aptitud biologica habrian favorecido esta situacion.
De esta manera, al cabo de una sola generacion la presencia del rasgo de IMI-resistencia en el lote

donde inicialmente se produjo la hibridacion fue controlada.

Por otro lado, se comprob¢ a partir de andlisis moleculares, el origen transgénico de la resistencia a
glifosato en poblaciones ferales de B. napus y poblaciones silvestres de B. rapa, colectadas en
diversos sitios de la region pampeana. El origen de las poblaciones de B. napus es incierto, debido
a que en nuestro pais rige hace mas de 20 afios una prohibicién para cultivar variedades con

eventos transgénicos. El hallazgo del transgen en B. rapa implicaria la ocurrencia de flujo génico
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con poblaciones ferales de colza que presentaban este rasgo, o la introduccién como contaminante
de semilla. Contrariamente a lo que suele ocurrir en otros paises con eventos biotecnolégicos
asociados, no se detectaron poblaciones de B. napus y B. rapa con resistencia a glufosinato de
amonio. Sin embargo, la perdurabilidad como alternativa de control de este herbicida se encuentra

sujeta al éxito en las barreras de control de colza importada.

Proyecciones de Trabajo

Para determinar de forma més precisa los efectos de la ausencia de dormicion primaria y la aptitud
biol6gica sobre el éxito reproductivo de las poblaciones naturales en distintos ambientes, se
continuard la investigacién tanto sobre el biotipo de Balcarce, como en otras pobaciones que
segregan para la resistencia a herbicidas. De esta forma, se estudiara el patron de emergencia de
biotipos resistentes y susceptibles a herbicidas bajo diversos disturbios durante una secuencia de

dos afnos.

Por otro lado, el estudio de biotipos con resistencia transgénica a herbicidas, sera abordado con
ensayos de aptitud biolégica en poblaciones con y sin resistencia. Ademas, se evaluara la
persistencia de este caracter en sucesivas generaciones y se investigaran alternativas quimicas
para el control de biotipos resistentes. En ultima instancia, se plantea ejercer un programa de
difusién orientado principalmente a empresas semilleras, con el objetivo de informar acerca de la

problematica y las zonas que son de alto riesgo para la produccion de semilla comercial.
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CONSIDERACIONES FINALES

La maleza B. rapa se encuentra ampliamente difundida en el pais, y no so6lo en el area donde
actualmente se cultiva colza en la Argentina. Tanto el cultivo comercial, como el ingreso y dispersion
involuntaria de semillas de colza resistente a herbicidas representan un riesgo de transferencia de

esta caracteristica a las poblaciones silvestres de la maleza.

La creciente aparicidon a escala mundial de poblaciones de malezas con resistencias de tipo simple y
mdltiple, inevitablemente demandara por parte de todos los actores del sector, mayor conocimiento,
tiempo, planificacion, costos y riesgos que los requeridos en el pasado, de manera que se logre

evitar tanto el origen, como la propagacion y dispersion de estos biotipos resistentes.

De los resultados obtenidos en esta tesis surge claramente que se deben mejorar las medidas
preventivas, para evitar el ingreso de biotipos resistentes que se encuentran prohibidos, como asi
también promover medidas de control que permitan reducir el aumento de las poblaciones
resistentes y su dispersién. Hoy en dia se sabe que cualquier método o practica que sea aplicada
en forma aislada serd superado por la adaptacién de las malezas. Por lo tanto, se debe incitar
desde nuestro sector a un enfoque integrador de diversas medidas en las distintas etapas de

control.

En base a una revisién bibliogréafica (Pekrun et al., 1998; Thomas, 2001; Gulden et al., 2002; Beckie
et al., 2003; Beckie et al., 2004; Schulze et al., 2015; Pandolfo et al., 2016; Pascher et al., 2017;
Pandolfo et al., 2018) y a la experiencia desarrollada por el grupo de trabajo luego de investigar por
varios afios las relaciones entre las malezas y sus cultivos emparentados, se proponen las
siguientes medidas de prevencion y control para reducir las poblaciones voluntarias de B. napus y

silvestres de B. rapa resistentes a herbicidas:

1. Al importar semilla, hacerlo de lotes certificados por OECD para reducir el riesgo de presencia
de individuos fuera de tipo con rasgos de resistencia a herbicidas. Esto se debe aplicar tanto
para semillas de colza como de otros cereales (trigo y cebada), debido a que es comun que en
los lotes de produccion se encuentren malezas del género Brassica.

2. En los vehiculos utilizados para el transporte, tapar con grasa de litio o cinta adhesiva todos
aguellos puntos por donde pudieran producirse filtraciones de semillas.

3. Cubrir con lonas de manera muy prolija la carga, ya que el viento producido durante el

transporte puede generar que la semilla se vuele.
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Efectivizar un programa de monitoreo sobre las zonas de carga y descarga de semilla en
puertos e industrias de procesamiento y sobre las rutas de transporte que utilizan tanto el
sistema ferroviario como el automotor desde los puertos.

Realizar limpiezas perioddicas sobre las zonas de carga de camiones y trenes, y de las que
estén destinadas al almacenamiento en puertos o molinos.

Controlar periédicamente, en los casos que este permitido, las banquinas de las rutas, los
caminos vecinales y las vias férreas, de manera de prevenir la aparicion de poblaciones ferales.
En tal sentido, se debera brindar mayor importancia a las rutas o vias que se encuentren en
cercania de zonas portuarias.

Controlar periédicamente los bordes de los lotes para prevenir la presencia de nabo silvestre
gue florezca simultaneamente con los cultivos o las plantas voluntarias no controladas.
Minimizar la perdida de semilla en la cosecha mediante el hilerado en el momento correcto de
desarrollo, y calibrar debidamente los equipos de cosecha.

Realizar una limpieza exhaustiva de la cosechadora, carros graneleros y demas equipos de
cosecha al desplazarse entre lotes de un mismo campo o hacia otros campos.

Dejar las semillas sobre o cerca de la superficie del suelo por el mayor tiempo posible luego de
la cosecha, debido a que un alto porcentaje de estas seran consumidas por aves e insectos o
germinaran en el verano-otofio siguiente y moriran por efecto de sequias y/o heladas. Las
semillas que sean incorporadas al suelo pueden desarrollar dormicidon secundaria y de esta
manera aumentar su persistencia.

Realizar un aislamiento apropiado para cultivares con resistencia convencional (no transgénica)
a herbicidas y de esta manera reducir el entrecruzamiento.

Sembrar un cereal luego del cultivo de colza y rotar la misma en una secuencia de cultivos cada
4 afos para agotar la poblacién de voluntarios y malezas Brasicaceas del banco de semillas del
suelo. Utilizar el manejo y practicas agronémicas (eleccién de especies y cultivares, densidades
de siembra, aplicacion precisa de fertilizantes, etc.) que permitan desarrollar cultivos
competitivos para reducir la interferencia de estos individuos. Esta rotacién también facilita el
uso de herbicidas alternativos con diferentes modos de accion.

Eliminar en forma manual plantas voluntarias 0 malezas no controladas por los productos

guimicos previniendo la formacion de semillas.
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APENDICE

Imagen 1. Sitio de coleccion de la accesion JUA, correspondiente a la especie B. rapa en el partido
de Benito Juarez en 2008.
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Tabla 1. Temperatura media diaria (T) en °C, durante el periodo en que se condujo el experimento de vernalizacién (desde el
18/05/2016 hasta el 31/03/2017). Fuente: https://www.tutiempo.net

Mayo Junio Julio Agosto | Septiembre |Octubre |Noviembre |Diciembre |Enero Febrero |Marzo
Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T Dia T
1 92 |1 6,5 |1 78 |1 55 1 126 |1 129 |1 27,9 |1 23,8 |1 21,21 23,9
2 93 |2 38 |2 73 |2 4,2 2 16,2 |2 126 |2 24,3 |2 24,4 |2 18,6 |2 19,2
3 7,7 |3 8,6 |3 10,93 53 3 16,3 |3 19,4 |3 19,6 |3 24,9 |3 25,6 (3 17,6
4 84 |4 89 |4 12,94 4,7 4 14,3 |4 22,0 |4 24,1 |4 21,8 |4 21,64 20,0
5 6,5 |5 59 |5 11,1|5 6,1 5 12,8 |5 25,2 |5 22,3 |5 18,7 |5 16,8|5 18,4
6 76 |6 6,4 |6 99 |6 4,7 6 12,0 |6 22,7 |6 19,0 |6 21,9 |6 16,3 |6 194
7 75 |7 72 |7 91 |7 7,2 7 10,8 |7 149 |7 18,2 |7 27,6 |7 22,37 16,8
8 6,1 |8 11,18 13,3|8 14,3 |8 10,0 |8 184 |8 16,6 |8 22,5 |8 23,18 19,8
9 53 |9 11,6(9 10,119 129 |9 14,7 |9 18,1 |9 24,8 |9 21,9 |9 22,019 19,3
10 |46 |10 |95 |10 |149|10 114 |10 (13,4 |10 |16,4 |10 |22,2 |10 |19,6 |10 [23,6|10 |17,7
11 |44 11 |10,1|11 |14,3|11 14,4 |11 |16,8 |11 |18,8 |11 |20,3 |11 |23,2 |11 |23,7|11 |16,1
12 |59 |12 |91 |12 |94 |12 |12,4 |12 |18,6 |12 |16,8 |12 |24,4 |12 |26,8 |12 [250(12 |15,3
13 10,6 |13 |8,5 |13 [13/4|13 |9,7 13 17,6 |13 |23,0 |13 |14,7 |13 |254 (13 |21,1|13 |17,3
14 |92 |14 |90 |14 |10,7|14 10,3 |14 |13,1 |14 |22,3 |14 |154 |14 |22,4 |14 |19,1|14 |21)9
15 19,8 15 |6,9 |15 |11,4|15 11,2 (15 |14,6 |15 |20,2 |15 (26,3 |15 |23,0 |15 |22,4|15 |21,2
16 |7,7 16 |5,7 |16 |12,7|16 149 |16 |12,8 |16 |12,0 |16 (29,3 |16 |27,2 |16 |254|16 |14,4
17 |70 |17 |2, |17 |12,0|17 11,7 |17 |[12,7 |17 |119 |17 |26,6 |17 |26,1 |17 [24,4|17 |151
18 |51 |18 |57 |18 |2,7 |18 |10,2|18 |9,0 18 11,8 |18 |159 |18 |21,2 |18 |23,6 |18 |22,2|18 |18,2
19 (69 |19 |42 |19 |59 |19 |80 |19 12,2 |19 |116 |19 |22,2 |19 |24,1 |19 |28,0|19 [25/4|19 |20/4
20 |94 (20 |39 |20 |66 |20 |6,1 |20 |[14,0 |20 |10,2 |20 |17,7 |20 |30,0 |20 |26,9 |20 |28,9|20 |19,3
21 (9,4 |21 |7,7 |21 |96 |21 |49 |21 |19,5 |21 |12,8 |21 |13,6 |21 |25/4 |21 |29,4 |21 |29,3|21 |18,7
22 |79 [22 |99 |22 |93 |22 |11,6|22 |16,9 |22 |17,1 |22 |19,2 |22 |234 |22 |232|22 |27,9|22 |19,7
23 |6,0 [23 |9,2 |23 |10,7|23 |155(23 |9,1 23 18,1 |23 [23,7 |23 |21,7 |23 |27,7 |23 |23,3|23 |21,2
24 19,9 |24 |65 |24 |43 |24 |16,8|24 |85 24 1155 [24 |25,3 |24 |252 |24 |23/4 |24 |27,6|24 232
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25 199 (25 |42 |25 |71 |25 |17,8|25 |129 |25 |14,4 |25 |256 |25 |26,6 |25 |17,2 |25 |254|25 |23,5
26 |10,4(26 |30 |26 |69 |26 |129|26 |179 |26 [13,9 |26 |19,7 |26 |225 |26 |18,3 |26 |22,1|26 |22,8
27 194 |27 |58 |27 |58 |27 |64 |27 19,1 |27 |11,7 |27 17,7 |27 |23,3 |27 |27,4 |27 |23,3|27 |19,8
28 195 (28 |97 |28 |73 |28 |71 |28 119 |28 |13,2 |28 |19,7 |28 |26,7 |28 |28,2 |28 |254|28 |22,3
29 197 (29 |111 |29 |91 |29 |68 |29 |95 29 21,1 |29 |20,8 |29 |29,2 |29 |30,8 29 21,2
30 |10,6/30 |9,2 |30 |91 |30 [14,7|30 |10,6 |30 |21,3 |30 (249 |30 |29,1 |30 |29.1 30 19,7
31 |96 31 6,9 |31 |116 31 |18,3 31 24,4 |31 |22,2 31 185
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Imagen 2. Fotoperiodo de los dias durante los cuales transcurrié el experimentode vernalizacion
graficados en los dias 10, 20 y 30 de cada mes (exceptuando el dia 18/05/2016 en el que comenz6
la experimentacion). Las flechas ( ===» ,===») indican el momento en el que comenzaron los
experimentos VRN1 y VRN2, respectivamente.

Imagen 3. Planta aislada en estado reproductivo de una poblacion B. rapa resistente a glifosato
creciendo dentro de un lote de soja RR en el partido de Necochea.
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Imagen 4. Planta aislada en estado de fructificacion de una poblacion B. rapa resistente a glifosato
dentro de un lote de soja RR en el partido de Azul.



