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RESUMEN

El alpiste (Phalaris canariensis L.) es una graminea anual de siembra invernal, originaria de la
cuenca del Mediterraneo. Su ciclo de cultivo y practicas de produccion son semejantes a las de
trigo y cebada. Es la Unica especie de su género que se cultiva para la produccién de granos, los
cuales se destinan principalmente a la alimentacion de aves. Sin embargo, en los Gltimos afos,
los granos de las variedades glabras se han utilizado para la elaboracion de alimentos para

consumo humano.

La Argentina, histéricamente, ha estado entre los tres principales paises productores de alpiste,
siendo el centro y sudeste de la provincia de Buenos Aires las regiones donde se concentra la

mayor produccion.

A nivel mundial, existen alrededor de una docena de cultivares comerciales. Sin embargo, en la
Argentina es poco lo que se ha invertido en el mejoramiento genético de la especie, no
habiéndose evaluado adecuadamente los recursos genéticos disponibles. Ante la falta de
variedades, los productores siembran una poblacion de identidad genética desconocida,
denominada poblacion local, la cual es mantenida por ellos mismos o por acopiadores. Si bien la
poblacion local exhibe cierta adaptacion, presenta caracteristicas a ser mejoradas como el
rendimiento en grano, el peso individual de los granos, la resistencia al vuelco, la eliminacion de
tricomas de las coberturas de los granos, la tolerancia a herbicidas graminicidas, el contenido de

sustancias bhioactivas, etc.

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo analizar y generar variabilidad genética en
alpiste para el desarrollo de nuevas variedades, y evaluar la eficiencia de herbicidas para el

control de trigollo y avena negra.



En el Capitulo I titulado “Introduccion y caracterizacion de entradas de alpiste” se presentaron
los resultados de la evaluacion de 57 entradas (47 poblaciones y 10 cultivares) realizada en Azul,
en los afios 2004, 2005 y 2006. Las variables analizadas fueron el rendimiento en grano (RG),
peso de grano (PG), nimero de granos (NG), indice de cosecha (IC), altura de planta (H) y ciclo
del cultivo expresado en grados dia (GD E-MC). El anélisis conjunto para el RG mostro
diferencias significativas e interaccién genotipo x ambiente. En promedio se obtuvieron 1.369
kg/ha, con un rango de valores que entre 1.130 y 1.557 kg/ha, para las poblaciones N° 46 (Suiza)
y N° 13 (Turquia), respectivamente. Para el PG, el analisis conjunto mostré diferencias
significativas e interaccidn genotipo x ambiente, con un promedio de 7,1 mg y un rango entre 5,9
y 8,5 mg para la poblacién N° 43 (Suecia) y el cultivar holandés Cantate N° 60, respectivamente.
Para el NG el analisis conjunto mostrd diferencias significativas e interaccion genotipo X
ambiente, con un promedio de 19.432 granos/m? y un rango entre 15.788 y 22.003 granos/m?,
para la poblacion N° 12 (Turquia) y N° 3 (Mgjico), respectivamente. El analisis de Shukla reveld
baja estabilidad a través de los ambientes para esta variable. El analisis de varianza para el IC
solo mostro diferencias significativas en uno de los ensayos. Se observo un promedio de 20,7%,
con un rango de valores entre 18.3 y 22.4, para poblaciones N° 12 (Turquia) y N° 3 (Méjico),
respectivamente. Para H se detectaron diferencias significativas entre entradas e interaccion
genotipo x ambiente. Se observé un promedio de 99 cm, con un rango de valores entre 88 y 106
cm para las poblaciones originarias de Turquia N° 12 y N° 7, respectivamente. Para GD E-MC se
observaron diferencias significativas e interaccion genotipo x ambiente. EI promedio fue de 1723
GD, con un rango de entre 1648 y 1808 GD, para N° 2 (Turquia) y N° 43 (Marruecos),

respectivamente.



Para la poblacion local N° 73 se observaron valores cercanos a la media para todos los caracteres
medidos. La variedad holandesa N° 60 y la poblacion marroqui N° 42, mostraron altos valores y

estabilidad para RG y PG. Ademas, exhibieron baja H.

En el capitulo Il titulado “Seleccion de lineas puras para la obtencion de nuevas variedades de
alpiste” se evaluaron 7 lineas derivadas de la poblacion marroqui N° 42, junto a tres variedades
de referencia (Alden N° 48, CDC-Maria N° 52 y Cantate N° 60). Los resultados s6lo mostraron
variabilidad genética para RG, PG y H. En general, las lineas mostraron buena performance
respecto a las variedades de referencia. La linea 4203 fue la Unica que super6 en RG, PGy H a
las tres variedades de referencia, exhibiendo valores promedio de RG=1978 kg/ha, PG=9,2 mg y
H=108 cm. Dicha linea fue registrada en el afio 2017 en el Instituto Nacional de Semillas como

una nueva variedad de alpiste, denominada “Horacio FAA/Navas” (nimero de registro 15705).

En el Capitulo Ill, se mutagenizaron semillas de alpiste para generar variabilidad genética para
precocidad, enanismo y tolerancia a herbicidas inhibidores de la acetolactato sintetasa (ALS).
Con este fin, se realizaron siete tratamientos mutagénicos sobre semillas del cultivar glabro
CDC-Togo: tres dosis de azida sodica (0,5, 1 y 2 mM) y cuatro dosis de radiacion gamma (50,
150, 250, y 350 Gy). Como resultado se observaron plantas con diferentes patrones de clorosis,
indicando la existencia de efectos mutagénico. Sin embargo, no se obtuvieron genotipos con las
caracteristicas buscadas. La falta de éxito en la obtencion de variabilidad para los caracteres
buscados pudo deberse a la aleatoriedad que presentan las mutaciones inducidas, a la
sensibilidad del genotipo seleccionado o al tipo de mutadgeno y dosis empleadas. Al respecto, a
futuro se podrian ensayar otros agentes mutagénicos ya utilizados con éxito en plantas, como etil
metano sulfonato (EMS), metil metano sulfonato (MMS) y dietil sulfato (DES) y radiacion X.
Por otro lado, se podrian realizar los tratamientos en otras variedades de alpiste glabras, como

CDC Maria, CDC-Bastia, CDC-Cibo o CDC-Calvi.



En virtud del creciente interés en el uso de los granos de alpiste para consumo humano, en el
Capitulo 1V titulado “Variabilidad genética para la capacidad antioxidante de los granos de
alpiste, asociada al contenido de compuestos fenolicos totales y tocoferoles” se analiz6 la
variabilidad en la capacidad antioxidante de los granos de alpiste por el método DPPH (DPPH) y
la estimacion del contenido de vitamina E (VE) por la metodologia propuesta por Nielsen y
Hansen (2008), el contenido de compuestos fendlicos totales (FT) por el método Folin-Ciocalteu
y el contenido de tocoferoles totales (TT) y su composicion isomérica por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Los resultados evidenciaron diferencias significativas para todas las
variables analizadas. El valor medio de eliminacion de radicales DPPH fue 2,52 pmol TE/g, con
un rango entre 4,54 y 1,83 umol TE/g para CDC-Togo y Elias, respectivamente. Para VE se
obtuvo un promedio de 6.95 a-TE/g, con un rango entre 5,94 y 8,38 a-TE/g para Abad y Cantate,
respectivamente. La media obtenida para FT fue de 1,02 mg GAE/g, con un rango entre 0,89 y
1,12 mg GAE/qg, para Kisvarday-41 y Abad, respectivamente. Para TT se obtuvo un valor de
promedio de 28,95 pg/g, con un rango entre 23,97 y 36.99 ng/g, para Abad y Cantate,
respectivamente. El anélisis de la composicion de tocoferoles revelo la presencia de los isomeros
o, B y vy en todos los genotipos. El isomero y fue el mas abundante, seguido de B- y a- con
promedios de 20,7, 6,8 y 1,5 ug/g, respectivamente; siendo la contribucion de los diferentes
isdmeros al contenido total de tocoferoles similar para todos los genotipos evaluados. La
variedad Cantate destaco por exhibir alto VE; ademas, mostrd0 elevado TT debido,
principalmente, a los altos contenidos de los isémeros y- y a-. Por otro lado, la variedad CDC-
Togo exhibié la mayor actividad antioxidante DPPH, relacionada con los altos contenidos de
fenoles y tocoferoles. Es importante mencionar que CDC-Togo es una variedad glabra, por lo

(ue es apta para consumo humano.



En el Capitulo V, se evalud la eficiencia de los herbicidas Topik EC 24% (clordinafop-
propargyl) e lloxan EC 28.4% (diclofop-metil) para el control de trigollo y avena negra en el
cultivo de alpiste. Como resultado se observo que Topik es inadecuado para tal fin, pues causa
sintomas de fitotoxicidad severos en las plantas de alpiste en un amplio rango de dosis. Por otro
lado, se observé selectividad en alpiste al herbicida Iloxan, en un rango de dosis entre 200 y 400
g a.i./na. En dicho rango, se evidencidé un adecuado control de trigollo sin efectos negativos
sobre el rendimiento del alpiste. En contraste, lloxan mostrd una baja eficiencia para el control

de avena negra en el rango de dosis mencionada.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis representan un valioso aporte al estado
actual del conocimiento del cultivo de alpiste. Si bien se observé variabilidad genética para
caracteres agronémicos de importancia como el RG, PG, H. IC y duracion del ciclo de cultivo;
esta aun resulta escasa. En este sentido, se evidencia la necesidad de continuar con generacion de
variabilidad genética a través de mutagénesis u otras técnicas que involucran el uso de ingenieria
genetica, como transgénesis o edicion génica. Esto es valido para la resolucion del control de
avena negra en alpiste a través de la obtencion de genes de resistencia, aunque también se podria

abordar a través del ensayo de nuevos herbicidas.

ABSTRACT

Annual canarygrass (Phalaris canariensis L.) is an annual winter-sown grass, native to the
Mediterranean basin. Its cultivation cycle and production practices are similar to those of wheat
and barley. It is the only species of its genus that is cultivated for the production of grains, which
are mainly used for feeding birds. However, in recent years the grains of the glabrous varieties

have been used to make food for human consumption.



Argentina, historically, has been among the three main canary seed producing countries, with the
center and southeast of Buenos Aires province regions where the highest production is

concentrated.

Worldwide, there are about a dozen commercial cultivars. However, in Argentina little has been
invested in the genetic improvement of the species, and the available genetic resources have not
been adequately evaluated. In the absence of varieties, producers sow a population of unknown
genetic identity, called the "local population”, which is maintained by themselves or by
collectors. Although the local population exhibits some adaptation, it presents characteristics to
be improved such as grain yield, individual grain weight, resistance to overturning, elimination
of trichomes from grain coatings, tolerance to graminicide herbicides, content of bioactive

substances, etc.

The present thesis work aims to analyze and generate genetic variability in annual canaryseed for
the development of new varieties, and to evaluate the efficiency of herbicides for the control of

darnel ryegrass and wild oats.

In Chapter | entitled "Introduction and characterization of annual canarygrass entries” the results
of the evaluation of 57 entries (47 populations and 10 cultivars) carried out in Azul, in the years
2004, 2005 and 2006 are presented. The variables analyzed were grain yield (RG), grain weight
(PG), number of grains (NG), harvest index (IC), plant height (H) and crop cycle expressed in
degree days (GD E-MC). The joint analysis for RG showed significant differences and genotype
X environment interaction. On average, 1,369 kg / ha were obtained, with a range of values

between 1,130 and 1,557 kg / ha, for populations No. 46 (Switzerland) and No. 13 (Turkey),

respectively. For PG, the joint analysis showed significant differences and genotype X



environment interaction, with an average of 7.1 mg and a range between 5.9 and 8.5 mg for the
Swedish population No. 43 and the Dutch cultivar Cantate No. 60, respectively. For the NG, the
joint analysis showed significant differences and genotype x environment interaction, with an
average of 19,432 grains / m2 and a range between 15,788 and 22,003 grains / m2, for
population No. 12 (Turkey) and No. 3 (Mexico), respectively. Shukla analysis revealed low
stability across environments for this variable. Analysis of variance for IC only showed
significant differences in one of the trials. An average of 20.7% was observed, with a range of
values between 18.3 and 22.4, for populations No. 12 (Turkey) and No. 3 (Mexico), respectively.
For H, significant differences were detected between entries and genotype X environment
interaction. An average of 99 cm was observed, with a range of values between 88 and 106 cm
for the native populations from Turkey No. 12 and No. 7, respectively. For GD E-MC,
significant differences and genotype x environment interaction were observed. The average was
1723 GD, with a range between 1648 and 1808 GD, for No. 2 (Turkey) and No. 43 (Morocco),

respectively.

For local population No. 73, values close to the mean were observed for all the characters
measured. The Dutch variety No. 60 and the Moroccan population No. 42, showed high values

and stability for RG and PG. In addition, they exhibited low H.

In chapter Il entitled "Selection of pure lines to obtain new varieties of canary seed”, 7 lines
derived from the Moroccan population No. 42 were evaluated, together with three reference
varieties (Alden No. 48, CDC-Maria No. 52 and Cantate No. 60). The results only showed
genetic variability for RG, PG and H. In general, the lines showed good performance with
respect to the reference varieties. Line 4203 was the only one that surpassed the three reference

varieties in RG, PG and H, exhibiting average values of RG = 1978 kg / ha, PG = 9.2 mg and H



= 108 cm. This line was registered in 2017 at the National Seed Institute as a new variety of

annual canarygrass, called “Horacio FAA / Navas” (registration number 15705).

In Chapter Ill, annual canarygrass seeds were mutagenized to generate genetic variability for
earliness, dwarfism, and tolerance to acetolactate synthetase (ALS) inhibitor herbicides. With
this aim, seven mutagenic treatments were carried out on seeds of the CDC-Togo glabrous
cultivar: three doses of sodium azide (0.5, 1 and 2 mM) and four doses of gamma radiation (50,
150, 250, and 350 Gy). As a result, plants with different chlorosis patterns were observed,
indicating the existence of mutagenic effects. However, genotypes with the characteristics sought
were not obtained. The lack of success in obtaining variability for the characters sought could be
due to the randomness of the induced mutations, the sensitivity of the selected genotype or the
type of mutagen and dose used. In that regard, in the future, other mutagenic agents already used
successfully in plants could be tested, such as ethyl methane sulfonate (EMS), methyl methane
sulfonate (MMS) and diethyl sulfate (DES) and X radiation. On the other hand, the treatments
could be carried out in other varieties of glabrous canary seed, such as CDC Maria, CDC-Bastia,

CDC-Cibo or CDC-Calvi.

Due to the growing interest in the use of canary seed grains for human consumption, in Chapter
IV entitled "Genetic variability for the antioxidant capacity of annual canarygrass grains,
associated with the content of total phenolic compounds and tocopherols”, the variability in the
antioxidant capacity of canary seed grains by the DPPH method (DPPH) and the estimation of
vitamin E content (VE) by the methodology proposed by Nielsen and Hansen (2008), the content
of total phenolic compounds (FT) by the Folin-Ciocalteu method and the content of total
tocopherols (TT) and its isomeric composition by high performance liquid chromatography
(HPLC) were analyzed. The results showed significant differences for all the variables analyzed.

The mean value of DPPH radical scavenging was 2.52 umol TE / g, with a range between 4.54



and 1.83 umol TE / g for CDC-Togo and Elias, respectively. For VE an average of 6.95 a-TE / g
was obtained, with a range between 5.94 and 8.38 a-TE / g for Abad and Cantate, respectively.
The mean obtained for FT was 1.02 mg GAE / g, with a range between 0.89 and 1.12 mg GAE /
g, for Kisvarday-41 and Abad, respectively. For TT, an average value of 28.95 nug / g was
obtained, with a range between 23.97 and 36.99 pg / g, for Abad and Cantate, respectively.
Tocopherol composition analysis revealed the presence of a, B and y isomers in all genotypes.
The vy isomer was the most abundant, followed by 3- and a- with averages of 20.7, 6.8 and 1.5 pg
/ g, respectively; being the contribution of the different isomers to the total content of
tocopherols similar for all the evaluated genotypes. The Cantate variety stood out for exhibiting
high VE; in addition, it showed high TT, mainly due to the high contents of the y- and a-
isomers. On the other hand, the CDC-Togo variety exhibited the highest DPPH antioxidant
activity, related to the high content of phenols and tocopherols. It is important to mention that

CDC-Togo is a glabrous variety, so it is suitable for human consumption.

In Chapter V, the efficiency of the herbicides Topik EC 24% (chlordinafop-propargyl) and
lloxan EC 28.4% (diclofop-methyl) for the control of darnel ryegrass and wild oats in the
cultivation of annual canarygrass was evaluated. As a result, it was observed that Topik is
unsuitable for this purpose, as it causes severe phytotoxicity symptoms in canary seed plants in a
wide range of doses. On the other hand, selectivity was observed in annual canarygrass to the
herbicide Iloxan, in a dose range between 200 and 400 g a.i./ha. In this range, adequate darnel
ryegrass control was evidenced without negative effects on canary seed yield. In contrast, lloxan

showed low efficiency for wild oat control in the mentioned dose range.

The results obtained in this thesis work represent a valuable contribution to the current state of
knowledge of the cultivation of canary seed. Although genetic variability was observed for

important agronomic traits such as RG, PG, H. IC and duration of the crop cycle; this is still



scarce. In this sense, the need to continue with the generation of genetic variability through
mutagenesis or other techniques that involve the use of genetic engineering, such as transgenesis
or gene editing, is evident. This is valid for the resolution of the control of wild oats in annual
canarygrass through obtaining resistance genes, although it could also be addressed through the

testing of new herbicides.



