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INTRODUCCION

“Después de miles de anos de labranza y deshierbe manual, todavia tenemos malezas en
los campos agricolas. Después de 50 afios de control quimico, todavia tenemos malezas
en los campos que hemos realizado aplicaciones. En todos los campos, a cada ano, no

logramos controlar algunas malezas.”

Dekker, 1997.

Las malezas son aquellas plantas que interfieren con la actividad humana en
areas cultivables y no cultivables (Labrada y Parker, 1996). Si por alguna razon la vida
humana desapareciera de la tierra, en ese mismo momento desaparecerian las
malezas. Aunque el reino vegetal permaneceria, las malas hierbas como tales dejarian
de existir porque indisolublemente el concepto de “maleza” estd unido a la actividad
humana (Moss, 2008). Esta perspectiva antropocéntrica proporciona poca
informacion acerca de la evolucidon de las malezas, sus caracteristicas ecologicas o
como interaccionan con los cultivos (Radosevich et al., 1997). Sin duda, el éxito de una
maleza se basa en su habilidad para invadir, dominar y persistir en el sistema

(Cousens y Mortimer, 1995).

En los agroecosistemas, las malezas interactiian con los cultivos de distintas
maneras. Estas pueden interferir mediante la competencia por recursos ambientales
que limitan el crecimiento de las plantas (Zimdahl, 2007). También, las malezas
pueden interferir con los cultivos a través de efectos alelopaticos, debido a la
liberacion de compuestos quimicos que inhiben el crecimiento del cultivo (Bhowmik e
Inderjit, 2003). Por otra parte, las malezas pueden servir como hospederos para
nematodos (Singh et al., 2010), plagas y agentes patégenos, pero también pueden

actuar como refugio para organismos benéficos (Capinera, 2005).
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INTRODUCCION

En los sistemas productivos, el impacto de las malezas ha sido relacionado a
perjuicios econémicos asociados a dos niveles de dano: pérdidas de rendimiento y
dafio sobre el valor del producto (Cousens y Mortimer, 1995). Estas pérdidas
econdmicas han motivado las practicas de control de malezas desde el origen de la
agricultura, las cuales han progresado desde el deshierbe manual y el empleo de
herramientas como métodos mecanicos, el uso de sales y acidos inorganicos como
primeros métodos quimicos, hacia las aplicaciones de compuestos organicos de
sintesis como los actuales herbicidas (Radosevich et al, 1995). Sin embargo, las
malezas siguen presentes en todos los agroecosistemas y la causa mas importante de

las fallas en el control de malas hierbas es su biodiversidad (Dekker, 1997).

Las especies de plantas estarian pre-adaptadas para ser malezas, es decir, una
especie posee caracteristicas que le otorgan la capacidad de crecer poblacionalmente
en habitats particulares, creados y mantenidos por las actividades humanas (Cousens
y Mortimer, 1995). En este sentido, las malezas presentan distintos atributos que
explican la adaptacién a practicas agricolas y su trascendencia agroecoldgica, entre
estos: similitud morfolégica y fisioldgica con los cultivos, abundante y amplia
produccion de semillas, las cuales a menudo presentan diferentes mecanismos de
dormicién, adaptacion a la dispersién, capacidad de regeneracién a partir de
diferentes propagulos, tolerancia y adaptacion a ambientes variables, entre otros

(Baker, 1974).

La variacion inter-especifica como intra-especifica de la vegetacion espontanea
hace que las malezas de un mismo ambiente presenten distintos atributos (Harper,
1977). Las comunidades estan integradas por diferentes especies de distintos ciclos
de vida y con variables requerimientos ecolégicos (Silvertown y Charlesworth, 2001).
A su vez, dentro de una misma especie, los individuos que conforman la poblacién
también presentan variacién, no son genéticamente homogéneos y, por lo tanto,
muestran una amplia diversidad de caracteres en distintas frecuencias (Radosevich et

al,, 2007).
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Cualquier método de control genera un disturbio en la comunidad de malezas,
provocando una modificacién de la composicion y estructura funcional y, dentro de la
diversidad de individuos, seran exitosos aquellos mejor adaptados a ese disturbio
(Swanton et al.,, 1993; Clements et al., 1994). Estas plantas seran las que contribuiran
en mayor medida a la generacion siguiente. Por ende, la frecuencia de aquel o aquellos
caracteres que le dieron a esas plantas “exitosas” su ventaja adaptativa, se
incrementara con las generaciones subsiguientes (Silvertown y Charlestown, 2001).
Luego de aplicar sucesivamente un mismo disturbio, la abundancia de aquellos
individuos adaptados al disturbio podra ser tan elevada de forma que ese método de
control se vuelva ineficaz sobre la nueva comunidad de malezas (Harker y Clayton,

2004).

Las practicas agricolas cambian constantemente y nuevas tecnologias tienden a
afectar el éxito de las diferentes malezas por influir sobre las caracteristicas del
habitat y la posibilidad de dispersion de las plantas (De Wet y Harlan, 1975). En este
sentido, la dindmica poblacional de las malezas, entendida como los cambios en la
abundancia, distribucién y estructura genética de las poblaciones, responde a las
practicas agricolas (Cousens y Mortimer, 1995). Los cambios en los sistemas de
labranza, en la rotacion de cultivos, en el patréon de herbicidas empleados y otras
practicas de manejo afectan a las poblaciones de la comunidad de malas hierbas

(Johnson et al., 2009).

Ciertos hitos tecnoldgicos han modificado los sistemas agricolas argentinos
desde mediados de la década de los noventa. La adopcién de cultivos transgénicos,
principalmente soja, ha motorizado una significativa transformacién de la agricultura
(Pengue, 2005). Conjuntamente, la innovacidn de la siembra directa o labranza cero se
ha difundido en los agroecosistemas pampeanos aparejando ventajosos efectos para
la agricultura (Trigo et al, 2009). Entre estos, la reducciéon del laboreo del suelo
disminuye las pérdidas por erosiéon hidrica y edlica, mejora su estructura fisica,
favorece la conservacién de agua en el perfil, incrementa los niveles de materia
organica y reduce el consumo de combustible asociado a las tareas de labranza

(Bonari et al.,, 1995; Grandy et al., 2006). En este contexto, el control de malezas se
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basé en el uso de un herbicida total y sistémico: glifosato; resultando ser el producto

fitosanitario mas comercializado en el pais (Kleffmann y Partner, 2008).

Dificilmente se podria establecer una relacién de causa-efecto entre el
lanzamiento de los cultivos resistentes a glifosato, la difusion de la siembra directa y el
amplio uso del mencionado herbicida. Como explican Obschatko y Pifieiro (1986), el
cambio tecnoldgico en el sector agropecuario deberia interpretarse considerando que
la incorporacion de innovaciones provoca sucesivos re-acomodamientos que generan
estructuras mas complejas y cualitativamente diferentes, resultado de efectos multi-
causales. Ciertamente, la difusién del mencionado paquete tecnoldgico ha aparejado

relevantes transformaciones ambientales y sociales (Pengue, 2005).

Los cambios floristicos en las comunidades de malezas de la region pampeana

La transformacién de la agricultura tuvo sus efectos sobre la dindmica
poblacional de las malezas. Ya a comienzos de la adopciéon masiva de los sistemas de
labranza cero, la comunidad de malezas del cultivo de soja respondié a los efectos del
uso de la tierra y a las practicas de labranza en la regién pampeana (de la Fuente et al.,
1999). Luego de varios afos, al comparar censos floristicos de 1995 respecto a 2003,
se encontrd que unas pocas especies que dominaban la comunidad de malezas en el
pasado, mantenian su constancia resultando bien adaptadas al “nuevo” ambiente;
otras especies que fueron dominantes en el pasado, disminuyeron su constancia.
También, nuevos componentes de la comunidad fueron detectados, entre ellos varias
especies perennes e incluso lefiosas que en el pasado eran caracteristicas de zonas no

cultivadas (de la Fuente et al., 2006).

Por otra parte, Puricelli y Tuesca (2005) evaluaron el efecto del uso exclusivo y
continuo de glifosato sobre la composicién, constancia y diversidad de malas hierbas
en el sur de la provincia de Santa Fe. Los autores concluyen que los cambios en la
comunidad de malezas de cultivos estivales son explicados, principalmente, por el

empleo frecuente de glifosato. En este sentido, Rainero (2008) también indicé que en
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varias y vastas regiones, durante los ultimos afios, se han producido cambios
importantes en las poblaciones de malezas en los diferentes sistemas de produccidn.
Las principales causas a las que responsabiliza por esto son la extensa superficie
sembrada con soja, la gran difusion de la siembra directa, el uso masivo de glifosato, el
desinterés por la rotacion de cultivos, la escasa diversidad de productos quimicos
aplicados, la ocupacion de tierras menos aptas para la agricultura y el intenso

desmonte.

Es conocido que las especies de malezas reaccionan de diferentes formas a los
disturbios (Radosevich et al., 1997). Asi, el uso repetido de herbicidas de un mismo
tipo fisiologico de accidn, facilmente lleva a esa desfavorable seleccién inter-especifica
de malezas (Hakansson, 2003). Como se indicé previamente, se advierte que, como
resultado de las “nuevas” practicas agricolas, algunas especies han prosperado
incrementando su constancia, mientras que otras han sido reemplazadas. Sin
embargo, ciertas especies se han adaptado manteniendo su frecuencia. Comparando
censos floristicos del sur de la provincia de Buenos Aires, se encontr6 que el género
Lolium spp., mantuvo su nivel de constancia por encima del 50 % en areas cultivadas

durante el periodo 1981-2008 (Istilart y Yanniccari, 2012).

Ademas de la mencionada seleccion inter-especifica, la repercusion de la
seleccidon intra-especifica ha cobrado gran relevancia debido a que ésta puede
conllevar al aumento de la frecuencia de genotipos resistentes al herbicida
comunmente empleado (Hakansson, 2003). La Sociedad Americana de Ciencias de las
Malezas denominé “tolerancia” a la capacidad de una especie de sobrevivir y
reproducirse luego de aplicar un herbicida; mientras que el término “resistencia” se
asigno a la capacidad de una planta de sobrevivir y reproducirse luego de la aplicacion
de un herbicida a una dosis normalmente letal para el tipo (WSSA, 1998). Este ultimo
concepto se ha asociado a los procesos de seleccién intra-especifica mediante la

aplicacion frecuente de un mismo principio activo (Hakansson, 2003).

La problematica de malezas resistentes a herbicidas ha comenzado a nivel

mundial en 1970, cuando se comunicé el primer caso de Senecio vulgaris resistente a
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triazinas (Ryan, 1970). Posteriormente, la deteccién de nuevas malezas resistentes a
otros principios activos de amplia difusién, increment6 la importancia del problema

(Le Baron y Gressel, 1982; Powles y Holtum, 1994).

En la diversidad de una comunidad de malezas es posible seleccionar
positivamente aquellos individuos que sobreviven a cierto método de control
(Mortimer y Cousens, 1995). Con la aplicacién repetida de un mismo principio activo
(o diferentes principios activos que comparten el mismo mecanismo de accién), se
puede estar seleccionando a todos los individuos de una misma especie, que por sus
caracteristicas biologicas presentan baja sensibilidad a ese herbicida y, por tanto, la
comunidad se vera “enriquecida” con esa especie tolerante (Radosevich et al., 2007).
0 bien, puede que se seleccione un determinado biotipo dentro de una poblacién y al
cabo de varios afios la frecuencia de individuos resistentes al herbicida conduzca a

la disminucién de la eficacia de ese método de control (Gressel y Segel, 1978).

El glifosato como herbicida

La molécula de glifosato (N-(fosfonometil) glicina) fue sintetizada por primera
vez en 1950 por el técnico de una compaifiia farmacéutica suiza, sin embargo su
utilidad como herbicida fue descubierta y patentada en 1970 por el doctor John E.
Franz, investigador de Monsanto (Baird et al.,, 1971). Rapidamente, esta empresa lo
introdujo en el mercado para ser comercializado como herbicida y en 1974 lo lanz6
bajo el nombre de Roundup® (Franz et al, 1997). Desde entonces, este principio
activo ha sido aprobado para su uso en mas de 130 paises y actualmente alcanza un
consumo mundial de 600 mil toneladas por afio (Dill et al., 2010). En el afio 2012, la
comercializacion de herbicidas representd el 64 % del mercado total de productos
fitosanitarios en Argentina, donde el principal principio activo vendido fue glifosato

(CASAFE, 2013).

Inicialmente, el alto costo relativo de glifosato, comparado a otros principios

activos, y el hecho de ser un herbicida no selectivo, hicieron que su uso se limitara a
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areas no cultivadas o a aplicaciones dirigidas. Con la expiracién de su patente se inicié
la comercializaciéon de productos genéricos, se expandio6 la oferta del herbicida y el
precio experimenté una abrupta caida (Woodburn, 2000). Sumado a esto, la
introduccién de los cultivos transgénicos de soja, algodon y maiz resistentes a
glifosato (Roundup Ready®) redujo el mercado de otros herbicidas, cominmente
empleados hasta el momento, y permiti6 que el glifosato alcanzara el volumen relativo
de venta previamente citado. Desde entonces se ha incrementado el consumo de este
herbicida, empleado exitosamente en pre-siembra y en post-emergencia para el
control de un amplio espectro de malezas (Grossbard y Atkinson, 1985; Kleffmann y

Partner, 2008; Dill et al., 2010).

El glifosato es un potente herbicida debido a su accién sistémica, éste es
absorbido por las plantas a través del follaje y se traslada en la seccién longitudinal de
tallos y raices por via floematica (Sprankle et al., 1975; Amrhein et al., 1980). Cuando
el producto se deposita sobre la superficie foliar, se inicia el proceso de absorcion
(Kirkwood, 1993). En primer lugar, el herbicida debe penetrar una capa de cera
epicuticular y posteriormente la cuticula, atravesada por ectodesmos que también
constituyen vias importantes para la penetracién de pesticidas en la hoja (Schonherr y
Riederer, 1989; Cobb y Reade, 2010). Luego, el herbicida atraviesa la laminilla media,
la pared celular y el plasmalema para ingresar a las células epidérmicas (Hull, 1970).
Aunque el mecanismo por el cual el herbicida ingresa a la célula atin esta en discusion,
se estima que al menos dos vias estan involucradas: una de ingreso activo mediada
por fosfato-transportadores y otra pasiva por difusion (Shaner, 2009). Una vez que el
glifosato ingresa en el mesofilo de la hoja, debido a que su metabolizacion es
despreciable, comienza a transportarse por via simplastica hasta acumularse en

organos subterraneos, hojas jévenes y meristemas (Martin y Edgington, 1981).

El sitio de accion del herbicida es la enzima
3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.19), ampliamente citada bajo su
sinénimo 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPs); responsable de catalizar
la reaccion entre el shikimato-3-fosfato y el fosfoenolpiruvato (PEP), generando un

producto precursor de aminoacidos aromaticos: triptofano, tirosina y fenilalanina
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(Figura 1) (Amrhein et al., 1980). Los genes de EPSPs se expresan principalmente en
meristemas y flores, seguidos en términos de decreciente magnitud, por el tallo y
finalmente por las hojas maduras (Weaver y Hermann, 1997). Dentro de la célula, la
enzima blanco se encuentra principalmente en plastidos, aunque también existen
formas citoplasmicas (Baylis, 2000). El efecto del glifosato en el metabolismo de la
planta se traduce en la inhibicidn de la accion de la enzima blanco por competir con el
PEP por el sitio de unién a la EPSPs (Schonbrunn et al., 2002), desencadenando la
acumulacion de acido shikimico (Pline et al., 2002b) y afectando varios procesos

fisiolégicos (Cole, 1985).

A pesar de las evidencias que sugieren a la EPSPs como el tnico sitio de accién
del herbicida, la manera exacta de como el glifosato mata la planta es atn discutida
(Siehl, 1997; Senseman, 2007). Dentro de los efectos provocados por el herbicida
sobre el metabolismo de la planta, la inhibicién de la biosintesis de triptéfano, tirosina
y fenilalanina, y su consecuente repercusion en el metabolismo proteico, parece ser el
factor desencadenante de la muerte de la planta. En este sentido, varios trabajos
sustentan esta hipétesis demostrando que aplicaciones exdgenas de los mencionados
aminodcidos han prevenido los sintomas fitotéxicos (Duke y Hoagland, 1978; Lee,
1981), sin embargo otras investigaciones en diferentes especies no han podido

confirmarlo (Siehl, 1997).

Desde el momento de la aplicacion de glifosato, la aparicion de los primeros
sintomas visibles de fitotoxicidad, clorosis y marchitamiento, ocurre a los 4-7 dias
post-aplicacién en aquellas plantas altamente susceptibles, mientras que en las menos
sensibles los sintomas se evidencian entre los 10-20 dias de realizado el tratamiento.
Finalmente, la clorosis progresa hasta alcanzar una coloracién pardo-rojiza

evidenciando la muerte de la planta (Senseman, 2007).
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Ribulosa-1,5-bifosfato
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Eritrosa-4-fosfato
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Figura 1. Ruta del 4cido shikimico. Se representa la enzima
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPs), blanco del herbicida glifosato.
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Glifosato en el ambiente

Cuando el glifosato impacta en el suelo, éste es adsorbido en los coloides
dependiendo de la cantidad de sitios libres de adsorcion de fosfatos disponibles
(Cheah et al., 1997). En relacion a esto, se ha documentado que el glifosato adsorbido
puede ser liberado por competencia con fosfatos inorganicos (Prata et al, 2003) y
provocar efectos fitotéxicos sobre plantas altamente sensibles (Bott et al., 2011; Clua

etal,2012).

Abordando la dinamica del glifosato en el suelo, la degradacién microbiana ha
sido considerada como la principal via de descomposicion del herbicida (Souza et al,,
1999). En este sentido, la persistencia del glifosato en el suelo seria moderada, pues se
ha determinado que la molécula tiene una vida media de 45 a 60 dias (Wauchope et

al., 1992; Vereecken, 2005).

En la region pampeana, Peruzzo et al. (2008) han encontrado niveles de
glifosato de 0,5 a 5 ppm en suelos agricolas. Los investigadores demuestran que los
valores estan relacionados directamente al momento de muestreo, previo o posterior
a las aplicaciones del herbicida, y a la ocurrencia e intensidad de las precipitaciones.
Recientemente, en suelos de uso agricola del sudeste bonaerense se han detectado
concentraciones de glifosato de 0,035 a 1,5 ppm. Asimismo, se ha hallado acido
aminometilfosfénico en niveles de 0,2 a 2,2 ppm, producto de la biodegradacién del

herbicida (Aparicio et al., 2013).

Si bien esos valores estarian por debajo de los niveles -al momento conocidos-
que afectarian la vida silvestre (Senseman, 2007), los antecedentes precedentes
muestran el riesgo potencial de contaminacidn con glifosato. No obstante, comparado
a otros pesticidas, el mencionado herbicida se encuentra entre los principios activos

de menor toxicidad (Hassan et al., 1988; Senseman, 2007).

Bajo condiciones de campo, se ha demostrado que las aplicaciones de glifosato
provocan alteraciones sobre la fauna benéfica (Sullivan, 1985). Estos efectos podrian

ser una consecuencia toxicolégica directa del herbicida sobre el organismo o
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atribuible a la muerte de la vegetacion asociada a esa fauna (Nakamura et al., 2008).
Asimismo, el impacto del glifosato sobre pardmetros de dindmica poblacional de
insectos predadores puede ser mediado por el consumo de plagas “contaminadas” con
este herbicida, lo cual podria ser exacerbado si se mantiene el uso masivo y continuo

de glifosato (Schneider et al., 2009).

Glifosato y la resistencia de las malezas

A diferencia de otros principios activos, recién luego de 22 afios del
lanzamiento del glifosato se registro el primer caso de una maleza resistente (Powles
et al., 1998), estableciéndose a este principio activo dentro de los herbicidas menos
propensos al desarrollo de resistencia. Hasta ese momento, se aseguraba que las
mutaciones en la enzima EPSPs capaces de proveer baja sensibilidad a glifosato

también conducirian a una baja supervivencia de la planta (Bradshaw et al.,, 1997).

Actualmente, a nivel mundial, mas de veinte especies han presentado biotipos
aptos para sobrevivir y reproducirse luego de aplicar una dosis normalmente letal de
glifosato (Heap, 2013). En Argentina, se detectd el primer caso de resistencia a
glifosato en una poblacién de Sorghum halepense de la provincia de Salta (Vila-Aiub et
al, 2007). Luego, se denunciaron focos de biotipos resistentes en provincias vecinas
hasta alcanzar un gran impacto regional (Olea, 2013). Posteriormente, Norswhorty y
Scott denunciaron la presencia de biotipos resistentes de Sorghum halepense en

Estados Unidos (Heap, 2013).

En el sur de la Provincia de Buenos Aires (Argentina) los problemas de
poblaciones de ryegrass (Lolium spp.) de baja sensibilidad a glifosato han mantenido
la atencién de los productores agropecuarios y los profesionales del area. Vigna et al
(2008) comunicaron la resistencia a glifosato de poblaciones espontdneas de Lolium
multiflorum. En la misma regién y dentro del género, la resistencia a glifosato de
Lolium perenne, fue sospechada y estudiada desde el ano 2008 (Yanniccari et al.,

2009). También, en los ultimos afios otras especies de malezas han presentado
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biotipos resistentes a glifosato en Argentina, tal es el caso de Echinocloa colona,

Eleusine indica y Cynodon hirsutus (Heap, 2013).

Segun Cousens y Mortimer (1995), la dinamica de la evolucién de resistencia
puede ser considerada en dos escalas: una en término de reemplazo de fenotipos
susceptibles por resistentes dentro de una poblacién, como ha ocurrido en varios de
los casos “pioneros” mencionados previamente, o a escala regional a partir de la
emergencia de nuevas poblaciones resistentes ya sean relacionadas o independientes
de las poblaciones pioneras. En consideracion, la problemdatica de Lolium spp.
resistente a glifosato ha alcanzado una importante escala regional que ha motivado su
investigacion en respuesta a distintas demandas productivas (Vigna et al., 2008; Diez

de Ulzurrun et al., 2011; Diez de Ulzurrun y Leaden, 2012; Yanniccari et al., 2012).

Factores condicionantes de la resistencia a herbicidas

La resistencia de malezas a herbicidas es un proceso evolutivo y, segiin Powles
y Yu (2010), su dindmica e impacto depende de los factores resumidos en la Figura 2.
En este sentido, existen aspectos inherentes a la genética poblacional que conforman
la comunidad de malezas de un determinado ambiente. Entre estos, la frecuencia, el
numero y la dominancia de los genes de resistencia, pre-existentes a las aplicaciones
de un herbicida, condicionaran el tiempo en que éstos se vuelvan “relevantes” en la
poblacion aparejando un nuevo caso de resistencia. Asi también, los costos biologicos,
penalidades o efecto sobre la capacidad reproductiva neta que puedan conllevar estos
genes para las plantas resistentes impactaran en la adaptabilidad de éstas al sistema
(Vila-Aiub et al., 2009). Esto se ha sustentado en que si las plantas resistentes se
encuentran, al inicio del proceso selectivo con el herbicida, en una frecuencia muy
baja en la poblacion, esas plantas estarian desfavorecidas evolutivamente en ausencia
de la presion del herbicida. Esa menor adaptabilidad a condiciones ambientales sin
herbicida, esta relacionada al costo bioldgico que conlleva la resistencia (Neve et al.,

2003).
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FACTORES GENETICOS

Frecuencia de genes de resistencia.
Ndmero de genes de resistencia.

Dominancia de los genes de resistencia.
Costos bioldgicos de los genes de
resistencia.

PwwNR

HERBICIDA ASPECTOS TECNICOS

1. Dosis empleadas.

2. Tecnologiay habilidad del
operador.

3. Manejo (rotaciones,
practicas de control de
malezas).

1. Estructura guimica.

2. Sitio de accion. EVOLUCION DE LA RESISTENCIA
3. Residualidad.

BIOLOGIA DE LAS ESPECIES DE MALEZAS

1. Alogamia vs. autogamia.

2. Produccion de semillas y otros érganos de
propagacion.

3. Longevidad de semillas y otros érganos de
propagacion.

4. Capacidad de dispersién de semillas y
polen.

Figura 2. Resumen de los factores que influyen en la evolucién de malezas resistentes
a herbicidas. Adaptado de Powles y Yu (2010).

La biologia de las especies de malezas condiciona la difusion de la resistencia
en la poblacion. El porcentaje de alogamia y autogamia, la produccion de semillas y su
longevidad en el banco de semillas del suelo, como el flujo génico por medio de
semillas y polen, cobran trascendencia al considerar los efectos de estos aspectos en la
dispersion y frecuencia de genes de resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Busi et al,

2008).

Ademas, el herbicida utilizado y el tipo de accién fisiolégica son factores
importantes a ser considerados. La estructura quimica de la molécula, asi como la
analogia con otros principios activos y la accion residual del herbicida, modulan la
probabilidad con que los genes de resistencia incrementan su frecuencia, pues son
aspectos condicionantes de la presion de seleccion (Holt et al., 1993; Hall et al., 1997;
Tranel y Wright, 2002). La rotaciéon de herbicidas de igual modo de accién, como

ocurre entre principios activos de una misma familia quimica, favorece la seleccién de
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plantas en un mismo sentido (Holt y Le Baron, 1990). Asimismo, la elevada actividad
residual de un herbicida, incrementa la presién de selecciéon de forma comparable a la

aplicacion continua de un producto sin residualidad (Le Baron y McFarland, 1990).

Finalmente, existen aspectos operativos de campo que desde el punto de vista
técnico condicionan la evolucion de la resistencia. Entre estos, las dosis empleadas, la
tecnologia y la habilidad del productor para llevar a cabo la tarea de control quimico,
junto a otros factores de manejo agronémico como el uso de practicas alternativas de
control de malezas, rotacién de cultivos y principios activos, son aspectos de
considerable importancia (Jasieniuk et al., 1996). Estos factores son los primeros
sobre los que se puede actuar para minimizar los riesgos de aparicion de malezas

resistentes (Norsworthy et al.,, 2012).

Los mecanismos de resistencia: ;Por qué la planta sobrevive a la aplicacion de un

herbicida?

Los mecanismos involucrados en la resistencia de malezas a herbicidas han
sido clasificados por Dekker y Duke (1995), estos autores los agrupan en dos

categorias principales:
1. Mecanismos de resistencia por exclusion

Dentro de este primer grupo, se distinguen cuatro posibles mecanismos

diferenciables:

a) Deficiente absorcion: el herbicida no es eficientemente absorbido por la planta
debido a caracteristicas morfoldgicas como reducida area foliar, superproducciéon de
ceras, mayor espesor de la cuticula, entre otros (Nandula et al., 2008; Michitte et al,

2007).

b) Traslocacion diferencial del herbicida: tanto por modificaciones a nivel del
apoplasto o de la membrana plasmatica, el principio activo no llega al sitio blanco. Una

condicidn necesaria para lograr la efectividad de un herbicida es que éste alcance su
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sitio de accién en una concentracién suficiente como para que su efecto sea letal. La
falta de movimiento de un herbicida dentro de la planta va a limitar su concentraciéon
en el sitio de accion, lo que permitira mantener su funcionalidad (Feng et al., 2004;

Wakelin et al., 2004; Yu et al., 2009).

c) Compartimentalizacion: el herbicida es secuestrado en la vacuola y se limita la

llegada al sitio de accion (Ge et al., 2010).

d) Detoxificacion metabdlica: el herbicida es metabolizado hasta perder su caracter
fitotoxico lo suficientemente rapido como para que la planta no muera (Reade et al.,

2004).
2. Mecanismos de resistencia por modificaciones en el sitio de accion
En esta gran categoria se distinguen dos mecanismos resistencia:

a) Alteracion del sitio de accion por mutaciones en el sitio diana, impidiendo el
acople del herbicida a la enzima blanco. Bien pueden haberse generado mutaciones en
el sitio activo de la proteina o en regiones que condicionan su afinidad por el herbicida

(Patzoldt y Tranel, 2007; Yu et al., 2007; Délye et al., 2008).

b) Superproduccion del sitio de accion de manera que los efectos del herbicida se
“diluyen” y la planta mantiene su actividad metabdlica. Esto se puede generar por
amplificacién génica, el nimero de copias del gen es mayor en plantas resistentes, o
alteraciones en el promotor que favorecen el incremento en la sintesis de la enzima

blanco (Gaines et al., 2010).

En malezas resistentes a mas de un herbicida, se han establecido clasificaciones
en funcién de los mecanismos implicados. Cuando la planta posee mas de un
mecanismo de resistencia a mas de un principio activo, se ha acufiado el término
“resistencia multiple” (Patzoldt y Tranel, 2007; Yu et al., 2007). En cambio, si la planta
es resistente a dos o mas herbicidas debido a un solo mecanismo de resistencia se
trata de “resistencia cruzada”, y frecuentemente involucra a herbicidas que tienen el

mismo modo de accién (Hall et al., 1994; Hall et al., 1997). A su vez, De Prado et al.
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(1992) sugieren una distincién: llamando “resistencia cruzada negativa” a aquellos
casos en que un biotipo resistente a un herbicida exhibe un aumento en la sensibilidad

a otros herbicidas con distinto modo de accidn.

De todas las especies de malezas que han desarrollado biotipos resistentes a
glifosato, s6lo para unos pocos casos se han podido identificar los mecanismos que
expliquen la resistencia al herbicida. Entre estos, se encontr6 en Eleusine indica y en
un caso de Lolium spp., una sustitucion puntual (prolina por serina o treonina) en una
determinada posiciéon (106) de la secuencia de aminoacidos de la enzima EPSPs que
seria la responsable de disminuir la afinidad de ésta por el herbicida sin alterar la

union con el PEP (Yu et al., 2007).

Mas recientemente, en Amaranthus palmeri resistente a glifosato en Estados
Unidos, se encontré que el biotipo resistente no presentaba diferencias en la
sensibilidad de la enzima blanco respecto al susceptible. Sin embargo, se conoci6 el
mecanismo de resistencia a partir de la detecciéon de la amplificacién del niimero de
copias del gen de la enzima blanco, esto conferia una expresién de la EPSPs cuarenta
veces mayor en plantas resistentes respecto a susceptibles (Gaines et al, 2010).
También, Salas et al. (2012) arribaron a resultados similares estudiando una

poblacion estadounidense de ryegrass resistente a glifosato.

En otros casos, se observé en plantas de Lolium spp. resistentes a glifosato una
mayor acumulacion de herbicida en la porcién apical de hojas, indicando que la
resistencia se deberia a una deficiente carga del principio activo al floema,
promoviendo el traslado del glifosato por la corriente xilematica (Lorraine-Colwill et

al., 2003; Wakelin et al., 2004).

La penetracién y/o translocacion deficiente de glifosato en la planta ha sido
determinada como el factor responsable de la resistencia en biotipos de Sorghum
halepense (Vila Aiub et al., 2012) y Conyza canadensis (Feng et al., 2004). Ademas, en
esta ultima especie, el secuestro de glifosato en la vacuola como mecanismo de
compartimentalizacion del herbicida, ha sido comunicado por Ge et al. (2010; 2011).

No obstante, pese a los valorables esfuerzos de numerosos grupos en hallar los
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mecanismos de resistencia involucrados en ciertas poblaciones de malezas, aun

quedan muchos casos por dilucidar.

Debido a que los herbicidas empleados como tnica herramienta de control de
malas hierbas no han permitido resolver el problema de las malas hierbas y, mas aun,
han aparejado otros efectos negativos previamente citados, es que se ha comenzado a
desarrollar un enfoque integrado de la problematica de las malezas (Altieri, 1999).
Entonces, el manejo integrado de malezas emplea un enfoque holistico que integra
diferentes métodos de control para brindar al cultivo una ventaja sobre las malezas

(Harker y O’donovan, 2013).

El manejo integrado de malezas requiere abordar el rol de la labranza cero y
las rotaciones de cultivos, profundizar el estudio de la interaccién cultivo-maleza,
evaluar métodos alternativos de control, optimizar la competencia del cultivo frente a
las malezas, conocer la biologia de las malas hierbas, todo esto en un contexto de
educaciéon y extension que garantice el intercambio de conocimientos (Blair y
Parochetti, 1982; Swanton y Murphy, 1996). La finalidad de la estrategia de manejo es
mantener el crecimiento de las malas hierbas a un nivel ecoldgica, agronémica y

econdmicamente aceptable (Altieri, 1999).

Importancia y biologia del género Lolium spp.

Considerando al complejo Lolium spp., las poblaciones naturalizadas de
ryegrass se extienden por toda la regiéon pampeana formando parte de las
comunidades de malezas o praderas (Cabrera y Zardini, 1978). En el sur de la
provincia de Buenos Aires, el ryegrass resulta ser una maleza frecuente en cultivos

invernales (Catullo, 1982; Istilart, 1991; Istilart y Yanniccari, 2011).

Las especies de Lolium son nativas de Europa, areas templadas de Asia y norte
de Africa, aunque se han dispersado por regiones templadas de todo el mundo
(Balfourier et al., 2000). Dentro del género Lolium, se distinguen claramente dos

grupos basados en caracteres morfolégicos y fenolégicos. Un grupo, comprende dos
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especies autdgamas: L. temulentum y L. persicum, mientras que las especies al6gamas
constituyen el otro grupo: L. perenne, L. rigidum y L. multiflorum (Loos, 1993). Estas
especies alégamas, de polinizaciéon anemofila, pueden cruzarse generando hibridos
fértiles, por lo tanto, algunos autores sugieren que L. perenne, L. rigidum y L.
multiflorum deberian ser consideradas una tunica especie (Bulinska-Radomska y

Lester, 1985).

Las especies de ryegrass mas importantes agronémicamente son L. perenne y L.
multiflorum, tanto por sus caracteristicas forrajeras como por ser componentes de
céspedes. Sin embargo, esas mismas especies son trascendentes malezas cuando

“escapan” de las areas cultivadas (Polok, 2007).

Durante varias décadas, el ryegrass fue ampliamente cultivado en sistemas
agropecuarios o netamente ganaderos de la provincia de Buenos Aires (Cabrera,
1970). A partir del crecimiento de la agricultura y el proceso de cambio en el uso de la
tierra, la actividad ganadera fue reemplazada por la producciéon agricola (de las
Carreras, 2010). Desde 1985 a la actualidad, en el sur bonaerense la superficie
asignada a cultivos de cosecha se ha incrementado en un 30 %, mientras que la
ganaderia ha sido desplazada a suelos menos productivos (Duhalde et al., 2012). En
este nuevo contexto, el Lolium spp. resulta ser una importante maleza en cultivos de

cebada y trigo (Istilart y Yanniccari, 2011).

Frecuentemente, L. perenne y L. multiflorum se encuentran formando parte de
la comunidad de malezas de la regién. Aunque su estrecha relacion dificulta la
determinacion, varias diferencias permiten distinguir L. perenne de L. multiflorum:
prefoliacion conduplicada, perennidad, requerimientos de vernalizacién y espiguillas

con 2 a 10 flores (Cabrera y Zardini, 1978; Jung et al., 1996; Inda Aramendia, 2005).

El ryegrass perenne es una planta de hasta 80 cm de altura, sus hojas
presentan laminas de 20-30 cm de largo y hasta 6 mm de ancho. Forma rizomas cortos
a partir del enraizamiento de nudos basales. Las inflorescencias, normalmente, no
presentan ramificaciones, alcanzando hasta 20 cm de largo. En ellas portan entre 20 y

30 espiguillas de hasta diez flores cada una, cuyas lemmas no tienen aristas. El largo
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de las espiguillas sobrepasa en un tercio el largo de la gluma. Durante la etapa
reproductiva, la planta sigue produciendo macollos que rodean a los culmos
florecidos. La elevada plasticidad de la especie hace que estos parametros estén
afectados por las condiciones de crecimiento (Cabrera y Zardini, 1978; Jung et al,

1996; Inda Aramendia, 2005).

En el sur de la provincia de Buenos Aires, el ryegrass germina y emerge con las
primeras lluvias otofiales (Figura 3a), pero previamente las semillas requieren haber
perdido la dormicién condicionada por el tiempo térmico post-maduracién (Steadman
et al., 2003a). Por esto, una proporcion del banco de semillas del suelo permanece sin

germinar, aun después de las primeras lluvias.

La tasa de crecimiento de las plantulas es inicialmente baja, pero cuando la
planta expande su cuarta hoja, se inicia el periodo de macollaje y la tasa de
crecimiento se incrementa (Figura 3b) (Yanniccari y Acciaresi, 2013). Esta especie
presenta requerimientos de vernalizacion y dia largo para el desarrollo de la
inflorescencia (MacMillan et al., 2005), posteriormente comienza la encafiazéon (Figura
3c). La floraciéon ocurre en primavera prologdndose entre octubre y noviembre
(Figura 3d), en tanto la produccion de macollos, como se indic6 antes, continua

durante este periodo.

La antesis se inicia en las espiguillas centrales y contintia hacia el extremo
basal y apical. Mientras que las flores basales de cada espiguilla son las primeras en
llegar a antesis. Su frecuente auto-incompatibilidad hace que la alogamia sea el habito
reproductivo dominante (Thorogood y Hayward, 1991). Hacia el fin de la primavera,
conjuntamente con el incremento de las temperaturas, los granos maduran y
comienza la dispersién de las semillas. Potencialmente, la producciéon por planta
puede llegar hasta las 12 mil semillas (Pop et al, 2010). Las semillas entran en el
banco de propagulos del suelo, aunque su persistencia es efimera (hasta dos afios). La
longevidad de las semillas en el suelo luego de un afio, es relativamente baja cuando
éstas quedan en superficie al menos un mes antes de realizar laboreos que favorezcan

su incorporacion al suelo (Jensen, 2010).
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En el verano, las tasas de crecimiento de L. perenne descienden y la senescencia
avanza en los 6rganos aéreos, mientras que los érganos subterraneos se mantienen en
latencia (Yanniccari y Acciaresi, 2013). Hacia la nueva estacion, con las primeras

lluvias esas plantas rebrotan vigorosamente (Figura 3e) y nuevas semillas germinan

para continuar el ciclo (Yanniccari y Acciaresi, 2013).

Figura 3. Estados de Lolium perenne durante su ciclo: a) emergencia; b) macollaje; c)
encafiazon, se muestran los nudos basales enraizados; d) floracion; e) rebrote otofial.

Interferencia ryegrass-cultivo

El ryegrass es considerado una importante maleza en los sistemas agricolas
pampeanos destinados a la produccién de trigo, cebada y avena, donde el control
quimico es la principal estrategia empleada (Istilar y Yanniccari, 2011). En el caso de
la interferencia con trigo, las pérdidas de rendimiento del cultivo pueden alcanzar el

50 % de la produccion debido a la competencia (Acciaresi et al., 2003).
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Los efectos competitivos de L. multiflorum sobre el trigo son variables segun las
caracteristicas morfo-fisiolégicas (vigor inicial, capacidad de macollaje, tamafio y
disposicion de las hojas, altura en espigazén) y la densidad de la maleza (Acciaresi et.
al, 2001). En este sentido, Hashem y colaboradores (1998) han encontrado que el
trigo presenta elevada capacidad competitiva durante el estado vegetativo, debido a
que sus hojas dominan en el estrato superior del canopeo, por su parte, el ryegrass se
vuelve mas competitivo en el estado reproductivo, cuando sus drganos se vuelven

predominantes en el canopeo.

En el caso de L. rigidum, si bien ha sido identificada como adventicia en la
provincia de Buenos Aires (Cabrera y Zardini, 1978), no llega a cobrar la importancia
que tiene como maleza en paises trasatlanticos, asumiendo pérdidas de hasta el 50 %
de la produccién de trigo y cebada (Taberner Palou, 1996; Lemerle et al., 1996;
Cousens y Mokhtari, 1998).

Las reducciones significativas en biomasa aérea y rendimiento en grano del
trigo provocadas por la interferencia con ryegrass, se han explicado debido a
fenémenos de competencia y alelopatia. Acciaresi et al. (2003) han distinguido la
competencia radical y aérea, donde encuentran que la competencia generada a nivel
subterraneo provoca mayores pérdidas en la produccidén de trigo comparado a la
competencia aérea. El crecimiento radical se ha asociado positivamente a la capacidad

competitiva del Lolium perenne (Baan Hofman y Ennik, 1980).

El 4cido bencenopropanoico ha sido identificado como uno de los compuestos
activos responsables de la actividad alelopatica de ryegrass sobre el crecimiento
radical de plantulas de arroz (Guoxi et al, 2008). Ademas, el efecto inhibitorio del
ryegrass sobre el trigo es atribuido a efectos alelopaticos provocados por exudados
radicales que afectan el crecimiento de raices y biomasa aérea (Amini et al., 2009).
También, Gussin y Lynch (1981) han comunicado la alelopatia de los residuos de
ryegrass perenne. Esta maleza puede inhibir la germinaciéon y el crecimiento de
Cynodon dactylon cuando se realizan enmiendas con su biomasa aérea (McCarty et al.,

2010).
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Estos efectos inhibitorios sobre el crecimiento de trigo y cebada que conducen
a la pérdida de rendimiento, han motivado el empleo de herbicidas selectivos para el
cultivo pero que controlan el ryegrass: pinoxaden, clodinafop-propargil, diclofop-
metil y flucarbazone-sodico (Senseman, 2007). Sin embargo, han sido comunicados
varios casos de poblaciones de L. perenne, L. multiflorum y L. rigidum resistentes a uno
0 mas de estos graminicidas en varios paises (Heap, 2013). En tanto, en Australia el
estudio de cultivares de trigo de alta capacidad competitiva ha avanzado a fin de

emplear estratégicamente la interferencia trigo-ryegrass (Lemerle et al., 2001).

La poblacién de Lolium perenne presumiblemente resistente a glifosato en el sur

bonaerense

Desde el afio 2005, la Chacra Experimental Integrada Barrow (Ministerio de
Asuntos Agrarios - Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) recibi6é consultas
de productores y técnicos de su zona de influencia frente al problema de
sobrevivencia de Lolium spp., luego de aplicaciones normalmente letales de glifosato.
En la campafia 2007-2008, se advirtio en el establecimiento “La Fe” del partido de
Coronel Dorrego, Provincia de Buenos Aires, la presencia de una poblacion de Lolium
perenne L. que habria sobrevivido al control quimico con glifosato en los trabajos de

barbecho previo a la siembra de trigo (Istilart, com. pers.) (Figura 4; Figura 5).

El lote donde se encontré la poblacion presumiblemente resistente tenia una
historia de doce afios de trabajo bajo el sistema de labranza cero. Alli, el control de
malezas se llevaba a cabo mediante tres aplicaciones de glifosato al afio a dosis de
entre 360 a 720 g equivalente acido (ea) ha-l. Otros principios activos habian sido
aplicados en el pasado: metsulfuron-metil y dicamba, clodinafop-propargil,
fenoxaprop-P-etil, iodosulfuron-metil-Na y metsulfurén-metil en el cultivo de trigo, y

2,4-D durante el barbecho (Yanniccari et al., 2009).

Sin distinciones con el manejo caracteristico de la zona, el planteo de rotacién

de cultivos consistia en trigo-soja de segunda (i. e. continuado a la cosecha del cultivo
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invernal se siembra el cultivo estival durante la misma campafia) y girasol-soja. En

todos los casos, para el cultivo de soja se empleaban cultivares resistentes a glifosato.

Figura 4. Localizacion de la poblacion problema de Lolium perenne resistente a
glifosato (e).
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Figura 5. Poblacién problema de Lolium perenne resistente a glifosato del partido de
Coronel Dorrego (Pcia. de Buenos Aires).

;Por qué este trabajo?

En el contexto desarrollado, el presente trabajo se llev6 a cabo con el objetivo
de abordar el problema de la resistencia a glifosato de Lolium perenne desde una
perspectiva sistémica, estudiando las bases fisioldgicas y genéticas que permitan

contribuir al manejo de esta problematica de creciente importancia.

Segin Bachelard (2000), para el espiritu cientifico todo conocimiento es una
respuesta a una pregunta. En este trabajo se pretende dar respuesta a ciertas
cuestiones que permitan aportar conocimientos de impacto para la actividad

productiva, en tanto se buscara responder:

¢El deficiente control de Lolium perenne con glifosato en el sur bonaerense es
un caso de resistencia? ;Como afecta el glifosato a los procesos fisioldgicos de biotipos

presumiblemente resistentes y susceptibles hasta conducir a la muerte de la planta?
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(Por qué las plantas resistentes tolerarian al glifosato? ;Cudl es el mecanismo de
herencia de la resistencia? ;El polen podria ser un medio para el flujo de genes de
resistencia en la region? ;El caracter resistencia esta asociado con costos bioldgicos

que puedan condicionar la dindmica de las poblaciones resistentes?
Para ello se propuso cumplir con los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas que provocan la baja

sensibilidad a glifosato de los biotipos problema.
- Estudiar las bases genéticas de la resistencia a glifosato.
- Caracterizar el/los mecanismo/s de resistencia de los biotipos problema.

- Determinar los costos biolégicos de la resistencia a glifosato.

La hipdtesis de este trabajo es que la baja sensibilidad a glifosato del biotipo

resistente de Lolium perenne L. se explica mediante diferencias génico-fisiolégicas que

pueden ser caracterizadas y que tienen un costo en la eficacia bioldégica de estos

materiales.
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El presente trabajo fue realizado en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE,
Universidad Nacional de La Plata - Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas), en el Laboratorio de Investigaciones en Proteinas Vegetales (LIProVe,
Facultad de Ciencias Exactas - Universidad Nacional de La Plata), en el Laboratorio de
Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP) y en la Chacra
Experimental Integrada Barrow (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria -

Ministerio de Asuntos Agrarios) entre los afios 2009 y 2013.

Deteccion de la resistencia a glifosato

Ensayos de evaluacion de la sensibilidad a glifosato
Material vegetal

Las plantas presumiblemente resistentes fueron identificadas como Lolium
perenne L. por el Dr. Néstor Bayén en el Jardin Botanico y Arboretum “Carlos
Spegazzini” (LPAG). Muestras herborizadas se prepararon y depositaron
(Yanniccaril-2). En 2007 se cosecharon semillas de las plantas presumiblemente
resistentes a glifosato y de una poblacion de ryegrass perenne de una pradera vecina
(sin historia de aplicacion de glifosato). Siete plantas de cada tipo, elegidas al azar, se

cosecharon individualmente.

Bioensayo de dosis-respuesta de germinacion

Este bioensayo se baso en la evaluacion porcentual de la germinacion de las
semillas en presencia de diferentes concentraciones de glifosato. Treinta semillas se
pusieron a prueba en placas de Petri (9 cm de didmetro) conteniendo una hoja de
papel de filtro y 5 ml de una solucién de glifosato (Roundup®, 360 g equivalente acido

(ea) L1 de Monsanto Argentina) por cada tratamiento. Se probaron las siguientes
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concentraciones de glifosato: 0, 10, 20, 40, 80 y 160 mg (ea) L1 (Pérez y Kogan, 2003)

empleando tres repeticiones en un disefio completamente al azar.

Este experimento se llevo a cabo en una camara de crecimiento con 75 pmol
m-2 s1 de radiacidon fotosintéticamente activa con un periodo de luz/oscuridad de
12/12 horas y un régimen de temperatura de 25°C/15°C durante el dia y la noche,
respectivamente. Después de 7 dias, se registré el porcentaje de semillas germinadas.
Ademas, sobre aquellas que germinaron, se evalué el crecimiento de la plumula en
longitud, medido desde el punto de union del coleoptilo a la semilla hasta la punta de

la plimula.

Bioensayo de dosis-respuesta de crecimiento y supervivencia de plantas

Las poblaciones susceptibles y resistentes fueron comparadas después del
tratamiento con diferentes dosis de glifosato. Semillas de cada poblacién fueron
sembradas en macetas de 100 cm3 (contenidas en bandejas plasticas) con tierra
estéril. Del total de las plantulas emergidas se ralearon manteniendo dos por maceta.
Estas fueron cultivadas en un invernadero, regadas diariamente a capacidad de campo
y fertilizadas cada 15 dias con N, P y K a razon de 2 g de fertilizante (12:10:20,

Nitrofoska®, Compo Argentina) por litro de solucidn de riego.

Para cada tratamiento se realizaron siete repeticiones (15 macetas por
repeticion) en un disefio completamente al azar, donde cada maceta fue la unidad de
muestreo. Las aplicaciones del herbicida se llevaron a cabo en plantas con dos a tres
macollos (Figura 6). Cada tratamiento consistié en una aspersion de glifosato con un
pulverizador manual de laboratorio calibrado para liberar 200 L ha'! en las siguientes

dosis: 0, 360, 720, 1440 y 2880 g (ea) hal.

El contenido de clorofila se registré con un medidor portatil de clorofila (SPAD
502®, Minolta, Konica Minolta Sensing, Inc.). Siendo el valor de clorofila por planta, el
promedio de tres mediciones tomadas en el tercio medio de la pentltima hoja

expandida (tercera hoja), realizando 30 repeticiones por tratamiento.
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Figura 6. Estado de la plantas al inicio de los tratamientos.

La supervivencia de las plantas se evalué mediante el registro del nimero de
plantas no controladas en cada réplica a los 15 y 30 dias post-aplicacién. Las plantas
detectadas visualmente como severamente dafiadas (mostrando sintomas de
marchitez, clorosis de las hojas jévenes y una coloracién marrdén-rojiza generalizada)
se registraron, y se refirié a ellas como “plantas controladas” siguiendo la metodologia

sefialada por Zelaya et al. (2004) para determinar el porcentaje de mortalidad.

Acumulacion de dcido shikimico en tejidos foliares de plantas tratadas con glifosato

Doce plantas de la poblacion problema y de la poblacién susceptible, en estado
de macollaje, fueron tratadas con 1440 g (ea) de glifosato ha'l y se emplearon para
cuantificar la acumulacién de acido shikimico en post-aplicacién siguiendo la
metodologia de Singh y Shaner (1998) con las modificaciones de Pérez-Jones et al.

(2007).
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Se emplearon tres plantas de cada poblacién para tomar muestras de 0,05 g de
peso fresco de la lamina foliar y de la vaina de la dltima hoja expandida a 0, 24, 48 y 72
horas post-aplicaciéon. Posteriormente, cada porcién de tejido se colocé en un
microtubo de 1,5 ml con 1 ml HCI (0,25 N). El material vegetal contenido en el tubo se
conservod a -20°C. Posteriormente, se llevo a 60°C durante 12 horas favoreciendo la
digestion acida con la finalidad de que las membranas celulares se desorganicen y se

libere al medio el shikimato.

Se tomo6 100 pl del sobrenadante y se colocé en otro tubo con 0,8 ml de acido
periodico (1 %). En este paso, el acido shikimico fue oxidado para generar acido trans-
aconitico y dialdehido, para que se produzca la reacciéon se mantuvo por 45 minutos a
37 °C. Luego de este tiempo de incubacioén, se incorporé 0,8 ml de una solucién de
NaOH (1 N) / NazS03 (0,05 M). El proceso de oxidacion del paso anterior finaliz6 al
adicionar la base fuerte, asi el exceso de acido periédico fue neutralizado. Al generar
un medio alcalino el producto de la oxidacion del shikimato genera un cromoéforo poco

estable pero el sulfito de sodio actiia como estabilizador (Cromartie y Polge, 2000).

Se cuantifico el cromoéforo por espectrofotometria el cual esta relacionado
directamente (1:1) al contenido de shikimato de la solucion (Gaitonde y Gordon,
1957). Para esto, se tom6 1 ml del tubo de reaccién y se determiné la absorbancia a
382 nm con un espectrofotometro (Shimadzu UV-160A). La cuantificacion se realizé a
partir de una curva de calibracién, utilizando concentraciones conocidas de acido
shikimico (acido 3a,4a,5B-trihidroxi-1-ciclohexano-1-carboxilico, 99 %. Sigma
Aldrich, Inc.). Finalmente, se calcul6 la concentracion de shikimato por unidad de peso

fresco.

Evaluacion de la relacion entre la acumulacion de shikimato y la sensibilidad a glifosato

en hojas incubadas in vitro

Este experimento se desarrollé con el objetivo de evaluar la sensibilidad a

glifosato de una planta, sin provocar un dafo al vegetal que impida cumplir con su
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ciclo de vida. Para ello, se trabajé con 23 plantas descendientes de la poblacion
problema, cultivadas en macetas de 250 cm3 en invernaculo, como se describié en
experimentos previos. Cuando las plantas alcanzaron el estado de macollaje, se
multiplicaron por separacién de macollos de manera de obtener cuatro plantas
genéticamente idénticas por clon. Los materiales se cultivaron hasta que tuvieron,
nuevamente, al menos dos macollos por planta. Posteriormente, sobre dos plantas de
cada clon se empled una dosis de glifosato de 500 g (ea) ha'l, asperjada con un
pulverizador manual calibrado para liberar 200 L hal, con la finalidad de caracterizar
los materiales segun su sensibilidad al herbicida a 21 dias post-aplicacion. En este
sentido, diez plantas fueron susceptibles a esta dosis mientras que las restantes

sobrevivieron.

En el laboratorio, a partir de las plantas sin tratar, se cortaron 8 laminas por
clon correspondientes a la ultima hoja expandida de cada macollo. Los cortes se
realizaron a 5 mm de la ligula. Inmediatamente, las hojas se colocaron verticalmente
sobre una gradilla metdlica de manera que ambas caras estén expuestas a la
aplicacion del herbicida por aspersion (Figura 7a). Sobre dos hojas de cada clon, se
realizaron los siguientes tratamientos: aplicacién de una dosis de glifosato de 0, 500,
1000 y 3000 g (ea) ha'l empleando un pulverizador manual de laboratorio (volumen
de aplicacién de 200 L ha'1). Luego de diez minutos, cuando las gotas de la aplicacion
dejaron de ser visibles sobre la superficie foliar, cada hoja fue colocada verticalmente
(con el extremo del corte hacia abajo) dentro de un tubo de ensayo de vidrio de 20 ml,
conteniendo 1 ml de solucidn nutritiva Hoagland (Hoagland y Snyder, 1933) diluida
con agua bidestilada en una relacidn 1:3, respectivamente. Se aseguré que el extremo
basal de cada hoja esté en contacto con la solucion. Los tubos se cerraron con laminas
de termoplastico flexible (Parafilm®). Sobre ese material se realizé una perforacion
de un milimetro de diametro para propiciar el intercambio de gases entre la
atmdsfera confinada en el tubo y el exterior. Los tubos se llevaron a incubacién a 20 *
3°C y 300 pmoles m2 s1 de radiacion fotosintéticamente activa continua durante 72

horas (Figura 7b).
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Finalmente, se tom6 una muestra de 0,05 g a partir del tercio medio de las
hojas, se sumergié en microtubos con 1 ml de HCI (0,25 N) y se continué con el
protocolo de determinacién de shikimato como se detallé en la experiencia previa.
Para cada clon, se cuantific6 la concentracion de acido shikimico por gramo de peso

fresco promediando los valores de ambas réplicas.

Figura 7. Experimento para la evaluacién de la acumulacién de shikimato en tejidos
foliares tratados con glifosato e incubados in vitro: a) laminas soportadas en una
gradilla metdlica para favorecer la exposiciéon de ambas caras a la aplicaciéon de
glifosato por aspersion; b) tejidos foliares en incubacién durante post-aplicacion.

Evaluacién de la sensibilidad a glifosato empleando plantas en macollaje multiplicadas

vegetativamente

Al igual que en el experimento previo, se emple6 una metodologia que permita
caracterizar las plantas de Lolium perenne respecto a su sensibilidad a glifosato

previniendo la muerte de los materiales susceptibles.

Se empleé la metodologia descripta por Baerson et al. (2002) con

modificaciones. Semillas de Lolium perenne se pusieron a germinar en placas de Petri
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sobre papel de filtro humedecido con agua destilada y se mantuvieron en una cdmara
de crecimiento con 75 pmoles de fotones de radiacion fotosintéticamente activa
m=2s1enunrégimen de 12/12 horas de luz/oscuridad y temperaturas de 25°C/15°C,
respectivamente. Luego de 7 dias, cada plantula fue transferida a macetas de 250 cm3
con una mezcla de tierra y arena (3:1) y se cultivaron en invernaculo manteniendo las

condiciones hidricas a capacidad de campo.

Cuando las plantas llegaron al estado de macollaje (al menos cuatro macollos
por planta), éstas fueron multiplicadas vegetativamente por separacién de macollos
mediante cortes a nivel del nudo de ahijamiento de la planta. Estos propagulos fueron
plantados en macetas y cultivados en invernaculo en las mismas condiciones a las
descriptas antes. De esta manera, se lograron obtener réplicas de una misma planta

(clon) (Figura 8a).

Al momento en el que los materiales multiplicados llegaron a tener 3-4
macollos (Figura 8b), se realizaron aplicaciones de glifosato a distintas dosis
(posteriormente, en cada experimento se especifica qué dosis fueron probadas) a fin
de caracterizar cada clon respecto a su sensibilidad al herbicida. Luego, a 21 y 30 dias
post-aplicacion se realizé la evaluacion de supervivencia de plantas clasificando
visualmente cada planta tratada como “controlada” (clorosis general, tanto en las
hojas maduras como jovenes) o “sobreviviente” (sin sintomas cloréticos o limitados a
hojas maduras con hojas en expansion). Una vez determinada la sensibilidad a
glifosato, los clones fueron seleccionados segun su sensibilidad para llevar a cabo
varios experimentos descriptos posteriormente. Oportunamente, se indica la
sensibilidad de los biotipos utilizados al describir la metodologia empleada en cada

experimento.
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Figura 8. Clones de Lolium perenne para la determinacion de la sensibilidad a
glifosato: a) clones luego de la separacion de los macollos y trasplante; b) estado de las
plantas al momento de realizar las aplicaciones de glifosato para su caracterizacion.

Ensayo de evaluacion a campo de un principio activo alternativo de diferente

mecanismo de accion respecto a glifosato

Este experimento se establecié en un lote con Lolium perenne resistente a
glifosato, al estado de macollaje, en agosto de 2010 situado en el partido de Coronel

Dorrego, (38°44° 21" S y 61° 15" 35" W), provincia de Buenos Aires.

Los tratamientos del ensayo consistieron en la aplicaciéon de siete dosis de
haloxifop-R-metil (Galant® LPU C.E 3 %): 0, 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 g de
ingrediente activo ha-l. El herbicida se aplicé con un pulverizador experimental de
aire comprimido (CO2), a presién constante, equipado con pastillas 10002, calibrado
para un volumen de aplicaciéon de 140 L ha'l. En todos los casos, se emple6 2 L hal de

aceite mineral como coadyuvante.

Se llevé a cabo un disefio al azar con tres repeticiones, con un tamafio de
parcela aplicada de 16 m2. La cobertura de la maleza en todas las parcelas fue
homogénea y superior al 95 %. A los 40 dias post-aplicacion, se realizé el muestreo
por parcela efectuando el corte de las plantas a 2 cm del suelo en una superficie de

0,25 m2. Este material se secO en una estufa a 60°C hasta peso constante y se
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determiné el peso en materia seca (MS) de cada muestra empleando una balanza

analitica (Sartorius® 2354). Finalmente, se calculd el porcentaje de control:

Control (%) = ( MS testigo — MS tratamlentoj 100

MS testigo

Analisis estadistico

A partir de los datos de germinacién, supervivencia de plantas y control a
campo con haloxifop-R-metil se construyeron curvas de dosis-respuesta empleando
un modelo de regresion log-logistico no lineal segin lo descripto por Streibig et al.

(1993):

y=C+ D-C
1+ (%50)b

En esta ecuacién, y representa el porcentaje de respuesta a la
concentracion de herbicida o dosis de x, C es la asintota inferior o
respuesta a una concentracion de herbicida infinitamente alta; D representa la
asintota superior o respuesta media cuando la concentracién o dosis de herbicida es
cero, b es la pendiente de la recta en el punto Iso (inhibicién media). Este tltimo
parametro indica la concentracion o dosis de herbicida que provoca una reducciéon del
50 % en la respuesta maxima. Isp fue nombrado DLso (dosis letal media) para ensayos
de inhibicion de la germinaciéon. En el caso del ensayo de longitud de la plimula, la
concentracion de herbicida necesaria para provocar la reducciéon del 50 % en el
crecimiento fue llamada GRso. En bioensayos de supervivencia, el mencionado
parametro se llamo EDso (dosis efectiva media). Para evaluar el ajuste del modelo, se
realizé la prueba de Fisher, se estudio la varianza de los errores y se calculd el
coeficiente de determinacion (R%). En todos los casos, se calculo el indice de
resistencia (IR) como la relacion de la DLso, GRso 0 EDso de las plantas resistentes en

comparacion con las susceptibles.
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En el caso de la evaluaciéon a campo del control de la poblacién problema con
haloxifop-R-metil, a partir del modelo se calcul6 la dosis de herbicida capaz de inhibir

el crecimiento de las plantas en un 90 % comparado al testigo sin herbicida (EDoo).

Con los datos de los contenidos de clorofila y de shikimato, se realizaron los
correspondientes andlisis de la varianza para evaluar las diferencias entre
poblaciones y tratamientos a lo largo del tiempo post-aplicacién. Las diferencias entre
los valores medios de clorofila y de contenido de acido shikimico se compararon con
la prueba de Tukey (P < 0,05). Los intervalos de confianza (95 %) se calcularon para el

contenido de clorofila y la evaluacién del rebrote.

A partir de los datos de acumulacion de shikimato en hojas incubadas in vitro,
se realizo un anadlisis de la varianza multifactorial donde las fuentes de variacion
fueron la resistencia o susceptibilidad, la dosis probada y la interaccion doble. A partir
de la prueba de diferencias minimas significativas de Fisher (P < 0,05), se
contrastaron las medias y se determinaron los intervalos de confianza (95 %). Se
comprobd el cumplimiento de los supuestos del andlisis mediante el estudio de los

residuales.

Para los analisis se utilizaron dos programas estadisticos Statistica® v7.1 (Stat

Soft, Inc.) y GraphPad Prism® v5.00 (Graphpad Software, Inc.).
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Bases fisiologicas y bioquimicas de la resistencia a

glifosato

Efectos sobre el crecimiento

A partir de la descendencia de una planta segregante de la poblacion problema,
se obtuvieron plantas medio hermanas. Empleando la metodologia descripta antes de
multiplicaciéon vegetativa y caracterizacion de la sensibilidad a glifosato, se
identificaron dos biotipos, uno susceptible al herbicida (controlado a dosis de 500 g
(ea) hal) y otro resistente (superviviente a dosis de 1500 g (ea) hal). Los
mencionados biotipos fueron multiplicados vegetativamente por division de macollos
a fin de obtener el numero de réplicas necesario para cada experimento. Las plantas
fueron cultivadas en invernaculo, en macetas de 500 cm3 con tierra tamizada y

mantenidas a capacidad de campo antes y durante los experimentos.

Se trabajé con clones en pleno macollaje (cinco a siete macollos por planta). Un
grupo de cinco plantas de cada biotipo fue asperjado con una dosis de glifosato de
1440 g (ea) ha'l empleando un volumen de aplicacién 100 litros ha-1l. Otro lote similar
de plantas fue empleado como control y tratado con agua bidestilada mas 0,01 % de
polioxietilensorbitano monolaureato (Anedra®) como tensioactivo. Estos

tratamientos se realizaron a las 8:00 am (Figura 9).

A las 3 horas de realizados los tratamientos, las plantas fueron cortadas a 2,5
cm del cuello o nudo de ahijamiento (Figura 9). Esto se realizé con el fin de
independizar los efectos del herbicida sobre la fotosintesis y el traslado de asimilados
desde la parte aérea, respecto a los efectos del glifosato sobre el crecimiento de hojas.
Luego de efectuado el corte, se midio la longitud del rebrote de las hojas por sobre el
nivel del corte a las 4, 6, 9, 25, 30 y 50 horas post-aplicacion, estimando asi la
actividad de los meristemas intercalares de la base de la lamina y de la vaina (Figura
9). Se emple6 un calibre Panorama SS® de 1/10 mm de precision y se realizaron las
mediciones para todos los macollos de cada planta (Figura 9). Luego, estos valores se

promediaron obteniendo un unico valor por planta.
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U

Figura 9. Metodologia para la evaluacion del efecto del glifosato sobre el crecimiento:
a) planta al inicio del ensayo; b) aplicacién del herbicida (1440 g (ea) hal); c)
incubacion durante tres horas en invernaculo para propiciar el traslado de glifosato;
d) corte de los 6rganos aéreos; e) medicidon del crecimiento de las hojas a distintas
horas post-aplicacion.

Efectos sobre la acumulacion de aziicares libres

Veinte plantas con cinco macollos de cada uno de los dos biotipos fueron
tratadas con una dosis de glifosato de 1440 g (ea) ha’l, bajo las mismas condiciones
que el experimento previo. Otras veinte plantas de cada biotipo se emplearon como
control tratdndolas con agua bidestilada méas el tensioactivo, como fue descripto
anteriormente. Cinco plantas por cada tratamiento y biotipo fueron cosechadas,
tomando 0,5 g de las ultimas hojas expandidas a 1, 2, 3 y 5 dias post-aplicacion,

conservando el material a -20°C.

Preparacion del extracto

Se agregb a cada muestra 5 ml de etanol (85 % v/v) y se calent6 a 100 °C
durante 5 minutos. Se extrajo el sobrenadante y se conservd, luego al tubo con la
muestra, se le agregd nuevamente 5 ml de etanol y se calenté a 100 °C durante 5
minutos. Este proceso se repitié tres veces en total. A partir de la coleccion del
sobrenadante se obtuvo un extracto que fue enrasado a 10 ml por evaporacién del

etanol a 80 °C.
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Determinacion de azicares totales

Del extracto de cada muestra se realizaron cuatro repeticiones tomando 250 pl
en cada una. Luego, se le agregd 1 ml de agua bidestilada y 0,5 ml de HCI (0,1 M) a
cada una, se agité suavemente y se llevo a 100 °C durante 5 minutos. Después de
dejarlo enfriar a temperatura ambiente, se incorpor6 1 ml del reactivo cuprico
(tartrato de potasio y sodio 1,2 % p/v; Na2CO03 2,4 % p/v; CuS04+.5H20 0,4 % p/v;
NaHCO3 1,2 % p/v y Na2S04 18 % p/v) y se calent6 a 100 °C durante 10 minutos. Se
dejo enfriar y se agrego6 0,5 ml del reactivo arsenomolibdato ((NH4)sM07024.4H20 5 %
p/v; H2S04 4,2 % v/v y Na2HAs04.7H20 0,6 % p/v) y se agité suavemente durante 10
segundos. Finalmente, se enrasé a 25 ml con agua bidestilada y se midi6 la

absorbancia a 520nm utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-160A.

Determinacion de aziicares reductores

Se realizaron cuatro repeticiones por muestra tomando en cada una 250 pl del
extracto. Se le agreg6 1 ml del reactivo cuprico y se calent6 a 100 °C durante 10
minutos. Luego, se agreg6 0,5 ml del reactivo arsenomolibdato y se agité suavemente
durante 10 segundos. Al igual que en la determinacion anterior, se enrasé a 25 ml con
agua bidestilada y se midio la absorbancia a 520 nm utilizando un espectrofotometro

Shimadzu UV-160A.

En ambas determinaciones se emple6 como blanco 250 pl de agua bidestilada
tratada segun el correspondiente protocolo. La concentracion de azucares se estimo a
partir de una curva patrén realizada con diferentes concentraciones de sacarosa (0 a
500 pg mll, B.D.H.®). Finalmente, los valores de las cuatro repeticiones de cada

muestra fueron promediados.
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Estimacion de azucares no reductores

Los azucares no reductores fueron estimados por diferencia entre la

concentracion de azdcares totales y azticares reductores.

Efectos del glifosato en el traslado de asimilados
Material vegetal y condiciones de cultivo

Semillas de Lolium perenne caracterizadas como resistentes a glifosato y otras
susceptibles al herbicida, se pusieron a germinar sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada en placas de petri. Estas placas se mantuvieron en una cdmara de
crecimiento con 75 pmol de fotones de radiacion fotosintéticamente activa m-2 s-1 en
un régimen de 12/12 horas de luz/oscuridad y temperaturas de 25 °C/15 °C,
respectivamente. Luego de 7 dias, cada plantula de cada poblacién fue transferida a
potes de 500 cm3 conteniendo solucion Hoagland (Hoagland y Snyder, 1933) y se
mantuvieron en inverniculo. Durante el dia, haciendo uso de una bomba de acuario,
se aplicé burbujeo durante 5 minutos cada una hora. La solucion nutritiva fue
reemplazada semanalmente y el pH fue ajustado a 5,5-6,0 con H2S04 (0,1 M). Cuando
las plantas alcanzaron el estado de macollaje, 45 dias después de la germinacion, se

iniciaron los ensayos descriptos seguidamente (Figura 10).
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Figura 10. Sistema de hidroponia empleado para el cultivo de las plantas en solucion
nutritiva con suplementacién periédica de aire. Planta en macollaje al inicio de los
tratamientos.

Patrén de absorcion de glucosa-C* y traslado de C1#

Antes de evaluar los efectos del glifosato, se estudié la absorcion de glucosa-C14
y distribucion de C14 en diferentes tejidos de plantas susceptibles y resistentes sin

tratar con herbicidas.

Un volumen de 5 pl de D-glucosa-C!# (U) (5,5 kBqg; NEN®, 9,6 GBq mmol-1) fue
aplicada puntualmente con una microjeringa (Hamilton®) en la cara adaxial, en el
centro de la lamina foliar del macollo principal. Veinte plantas de cada poblacién
fueron marcadas y, posteriormente, se cosecharon cuatro plantas susceptibles y
cuatro resistentes a las 3, 6, 12, 24 y 72 horas post-marcacién. A estos tiempos, la
glucosa no absorbida fue extraida del &rea marcada a partir del lavado con 10 ml de
etanol (10 % v/v) durante 5 minutos. Inmediatamente después, las plantas fueron

seccionadas en las siguientes partes: area marcada, resto de la hoja marcada, hojas
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expandidas y no expandidas y meristema apical del macollo marcado, macollos no

marcados y raices. Este material se llev a estufa a 80 °C hasta peso constante.

Cada muestra fue digerida con NaOH (9 N) en una relaciéon de 1 ml por cada
100 mg de peso seco durante 24 horas. Seguidamente, se proces6 la muestra
empleando un homogeneizador manual. Una alicuota de 0,5 ml de la suspension
obtenida fue incorporada a 3 ml de la solucién Bray de centelleo liquido con 5 % de
silice pirogénica (Cab-O-Sil®) y se determiné la radioactividad con un contador de
centelleo liquido (Beckman Coulter® LS 100C). En todos los experimentos, los valores
de C14 detectados fueron expresados como porcentaje del total de C14 encontrado en la

planta.

Absorciéon de glucosa-C'* y traslado de C1# en post-aplicacién de glifosato

Las dos poblaciones de Lolium perenne fueron comparadas durante post-
aplicacion de glifosato. Veinte plantas de cada poblacion fueron asperjadas con 1080 g
(ea) ha'l de glifosato (Roundup® 360 g (ea) L1, Monsanto Argentina). Se emplearon
plantas testigos de cada poblacion, las que fueron tratadas con una solucién de agua
destilada y polioxietilensorbitano monolaureato (Anedra®) al 0,01 % v/v como
tensioactivo. Cada una de las plantas, tratadas con el herbicida y testigos de ambas
poblaciones, fueron marcadas con glucosa-C* a 1, 3 y 6 dias post-aplicaciéon de
glifosato. Las condiciones en que se realizo el marcado fueron las mismas que las
descriptas antes. A las 24 horas post-marcacion, cuatro plantas de cada tratamiento y
de cada poblacion fueron cosechadas, disectadas y procesadas como se describid en el

experimento previo.
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Liberacién de C'* desde las raices durante post-aplicacién de glifosato

Plantas susceptibles y resistentes cultivadas en hidroponia en condiciones
similares a las descriptas previamente, fueron empleadas para estudiar la liberacién

de C14 desde las raices a la solucién nutritiva.

Cuatro plantas de cada poblacién fueron asperjadas con 1080 g (ea) ha'l de
glifosato, mientras que otras cuatro se usaron como testigo a partir de la aplicacion de
agua bidestilada y tensioactivo (polioxietilensorbitano monolaureato) como se indicé
antes. Treinta minutos después, las plantas fueron marcadas con glucosa-C14 como en

los experimentos previos.

Un volumen de 0,5 ml de solucién nutritiva fue colectado a 3, 6, 12, 24,48y 72
horas post-marcaciéon. Cada muestra fue contenida en tubos con 3 ml de solucion Bray
de centelleo liquido y 5 % de silice pirogénica, a los cuales previamente se evalu6 su
radioactividad. Posteriormente, se volvié a determinar la radioactividad de los tubos y

por diferencia entre las dos lecturas, se estimo6 el C14 liberado por las raices.

Efectos del glifosato sobre la fotosintesis
Material vegetal

A partir de semillas provenientes de la poblacién de Lolium perenne resistente
a glifosato, se obtuvo una veintena de plantas de al menos cuatro macollos cada una,
cultivadas en invernaculo en macetas de 250 cm3 empleando tierra fértil tamizada
como sustrato. En el mencionado estado, cada planta fue multiplicada
vegetativamente por separacion de macollos de forma de obtener, al menos, cuatro

plantas de cada clon.

Cuando los propagulos tenian 3-4 macollos, éstos fueron empleados para tratar
cada clon con 0, 700, 1400 y 2800 g (ea) ha'l de glifosato siguiendo la metodologia
descripta antes. A los 21 dias de realizada la aplicacién, los clones fueron

caracterizados como “susceptibles” cuando fueron controlados a la dosis de 700 g (ea)
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haly “resistentes” cuando sobrevivieron a 2800 g (ea) ha'! y dosis mas bajas. Un clon
de cada biotipo fue seleccionado, mientras que el resto de los clones de sensibilidad

intermedia fueron descartados.

A partir de las plantas del tratamiento con 0 g (ea) ha! (testigos) de los clones
selectos (resistentes y susceptibles), se obtuvieron nuevos propagulos que fueron
cultivados en macetas de 500 cm3 en las mismas condiciones a las descriptas antes.
Las plantas se mantuvieron en invernaculo y fueron regadas diariamente. Cada 15
dias, se fertiliz6 con nitrégeno, fésforo y potasio (12:10:20, Nitrofoska®, Compo

Argentina).

Tratamiento con glifosato

Cuando las plantas alcanzaron el estado de 3-4 macollos, cinco plantas de cada
biotipo fueron tratadas con 1080 g (ea) ha! de glifosato empleando un aspersor
manual calibrado para liberar 200 L ha-L. Cinco plantas de cada biotipo se emplearon

como testigos tratandolas con una aspersion de agua destilada.

Medicion del intercambio gaseoso durante post-aplicacién de glifosato

Se compar6 el intercambio gaseoso del biotipo susceptible y resistente a
distintos tiempos post-aplicacidn de glifosato. Se determind la tasa de asimilacion neta
de carbono a saturacién de luz (Asa) y la conductancia estomatica (gs) utilizando un
analizador infrarrojo de gases portatil (CIRAS-2®, PP Systems). La irradiancia a la
cual las plantas alcanzaban la saturacion luminica fue determinada en plantas
controles a partir de la construccion de una curva de asimilacion de CO2 versus la
densidad de flujo foténico fotosintético (0 a 1500 pmol m-2 s-1). La tasa de asimilacion
alcanzé la saturacion a 1000 pmol m2 s1, esto es consistente con especies de

metabolismo C3 (Medrano et al., 2008).
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Las mediciones fueron realizadas a 25°C con una concentracién de COz externo
de 360 ppm, 1000 pmol m2 s1 (densidad de flujo fotonico fotosintético saturante)
entre las 10:00 am y 3:00 pm. Las lecturas se efectuaron sobre la ultima hoja
expandida de cada planta a 1, 2, 3, 5 y 7 dias post-aplicacion. Las mediciones fueron

alternadas entre biotipos y tratamientos.

Respuesta del intercambio gaseoso a la concentracion de CO2

Se determind la tasa de asimilacién de CO; y la gs como respuesta a diferentes
concentraciones de CO2 ambiental (Cs; 50, 100, 250, 360, 500, 600, 700, 800 y 900
ppm) a una radiacién fotosintéticamente activa saturante de 1000 umol m=2 s1 a 2
dias post-aplicaciéon. Para cada medicion, se registré la concentracion intercelular de
CO2 (Ci) y se determind la evolucion de la tasa de asimilaciéon de COz y gs como funciéon
de la Ci. La relacion Ci/C, fue calculada para cada medicion. El equipamiento y las
condiciones fueron similares a las descriptas en el experimento previo, asimismo se

emplearon cinco repeticiones por tratamiento.

A partir de las curvas asimilaciéon de COz en funcién de C;, se calcul6 la tasa
maxima de carboxilacién de ribulosa 1,5-bifosfato (Vemax), la tasa potencial de
transporte de electrones que participa de la regeneraciéon de ribulosa 1,5-bifosfato
(Jmax), Asac ¥ la tasa fotosintética maxima a saturacién de COz (Amax) @ partir del

estimador propuesto por McMurtrie y Wang (1993).

Mediciones de fluorescencia de la clorofila durante post-aplicacion de glifosato

La actividad fotoquimica de los tejidos fotosinteticos fue medida
periddicamente sobre la ultima hoja expandida de ambos biotipos empleando cinco
repeticiones de cada tratamiento. Se realizaron mediciones de la fluorescencia
modulada para lo cual se utiliz6 un fluorimetro (FMS 1®, Hansatech) empleando el

meétodo del pulso saturante (Schreiber et al., 1994).
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Con el fin de adaptar las plantas a la irradiancia a la cual se realizaron las
mediciones, éstas fueron mantenidas durante 30 minutos a una densidad de flujo
foténico fotosintético de 1000 pmol m=2 sl utilizando una ldmpara alégena.
Posteriormente, se realizaron mediciones de la sefial de fluorescencia maxima (Fn') y

fluorescencia a estado estable a 1000 pmol m-2 s-1 (Fs).

Luego, las plantas fueron adaptadas a la oscuridad durante 30 minutos y, en
estas condiciones, se midi6 la sefial de fluorescencia maxima (Fm) y minima (Fo). A
partir de estas lecturas sobre plantas aclimatadas a la luz y a la oscuridad, se

estimaron las siguientes variables de acuerdo a Rosenqvist y van Kooten (2003):
- Fy/Fu: Rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (FSII).

- ETR: Tasa de transporte fotosintético de electrones, donde fue asumido que el
50 % de la energia de excitacién fue distribuida al FSII y el coeficiente de 0,84

representd la fraccion de luz absorbida por la hoja.
- gP: Atenuacidn fotoquimica.
- F//Fn’: Rendimiento intrinseco del FSII

Finalmente, se determind el contenido de clorofila con el medidor portatil
SPAD 502® en el tercio medio de la ultima hoja expandida, seccion similar a la
empleada para realizar las mediciones de fluorescencia de la clorofila e intercambio

gaseoso.

Efectos del glifosato sobre la actividad de peroxidasas y la integridad de las

membranas celulares en plantas susceptibles y resistentes
Material vegetal y preparacion del extracto

Se cultivaron 16 plantas resistentes y 16 susceptibles a glifosato, previamente
caracterizadas por su sensibilidad a glifosato mediante la metodologia de

multiplicacion por separacion de macollos. Se realizé una aplicacion de glifosato de
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1080 g (ea) ha'l empleando un aspersor manual calibrado para liberar un volumen de
aplicacion de 200 L ha-l sobre cuatro plantas de cada biotipo en macollaje. Alos 0, 1, 2
y 3 dias post-aplicacion, se tomdé 0,3 g de peso fresco de las ultimas hojas expandidas
de cada planta, se tritur6 el material en un mortero empleando Nz liquido.
Inmediatamente, se agreg6 1 ml de una solucién tampoén fosfatos (50 mM; pH 6,5) a
4°C. Luego, el extracto se coloco en microtubos de 1,5 ml y se centrifugd a 400 x g
durante 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, se separd el sobrenadante de cada tubo y se

lo conservo a -20 °C hasta el dia siguiente.

Medicion de la actividad de peroxidasas totales

La actividad de peroxidasas fue determinada a partir de la capacidad de éstas de
oxidar el acido pirogalico formando purpurogalina (€=2,47 cm™ mmol™), un compuesto
coloreado (Puntarulo et al., 1988) (Figura 11). Esto se llevo a cabo en 1 ml de la
siguiente mezcla de reaccién: solucién tampdn fosfatos (50 mM; pH 6,5), acido
pirogdlico (45 mM) y H202 (8 mM). A este medio se le incorpor6 30 pl del extracto
crudo obtenido previamente. La actividad enzimatica se midié a 20 °C realizando un
seguimiento espectrofotométrico a 430 mm durante un minuto empleando un

espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible.

Finalmente, se expres6 la actividad de peroxidasas como milimoles de

purpurogalina producidos por minuto y por gramo de peso fresco de hoja.

OH
HO OH

HO
OH
Peroxidasas HO
2 + 3 H,0, ___ + 5 H,0 + CO,
HO

Figura 11. Reaccion de formacion de purpurogalina a partir de pirogalol por la
actividad de peroxidasas.
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Efectos del glifosato sobre la integridad de las membranas celulares

A partir de 20 plantas resistentes y 20 susceptibles a glifosato, previamente
caracterizadas por su sensibilidad al herbicida segin la metodologia indicada antes de
multiplicacion vegetativa y evaluacion de susceptibilidad, se evalud el efecto del
glifosato sobre la estabilidad de membranas celulares al quinto y décimo dia post-

aplicacion siguiendo a Sullivan (1972).

Diez plantas de cada biotipo fueron tratadas con una dosis de glifosato de 1080
g (ea) ha’l, mientras que otras 10 plantas, empleadas como testigo, fueron asperjadas
con agua bidestilada mas 0,01 % v/v de polioxietilensorbitano monolaureato. Al
término de 5 dias, se tomaron muestras de 0,05 g de la ldmina de la ultima hoja
expandida de cinco plantas tratadas y testigos de cada biotipo. Sobre otras cinco

plantas, se llev6 a cabo el mismo procedimiento a los 7 dias post-aplicacion.

Inmediatamente después a cada muestreo, los tejidos foliares se lavaron tres
veces con agua bidestilada durante 15 segundos, para eliminar los electrolitos
adheridos a la superficie y aquellos liberados por las heridas producidas por el corte.
Posteriormente, cada muestra se sumergié en un tubo con 10 ml de agua bidestilada
donde permanecieron durante cuatro horas a temperatura ambiente. Seguido a esto,
se determind la conductividad eléctrica (dS m-1) empleando un conductimetro Jenco®

modelo 3173.

Luego, los tubos se taparon y se llevaron a una autoclave dénde se
mantuvieron por 20 minutos a una presiéon de una atmésfera, con el objetivo de
afectar totalmente la integridad de las membranas. Finalmente, los tubos se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se volvié a medir la conductividad eléctrica del

medio.

En base a los datos obtenidos, se estim6 el dafio sobre las membranas celulares

a partir de la siguiente formula:
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Dafio (%) =|1- — 2 |.100
Tl
1— L
T2

Donde, G y T son los valores de conductancia eléctrica de las plantas tratadas
con glifosato y control respectivamente y los subindices 1 y 2 hacen referencia a la
medicion inicial y final (luego de someter las muestras al tratamiento en la autoclave),

respectivamente.

Evaluacioén de la actividad in vitro de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato

sintasa (EPSPs)
Material vegetal

Empleando la metodologia descripta de multiplicacién de las plantas por
separacion de macollos y posterior determinaciéon de la sensibilidad a glifosato de
cada clon, se seleccionaron tres clones resistentes y tres susceptibles a partir de la
descendencia de una planta segregante de la poblaciéon problema. Los tres clones
resistentes sobrevivieron a dosis de glifosato de 1500 g (ea) ha'l, mientras que los tres
susceptibles fueron controlados a dosis de 500 g (ea) ha'l. Plantas sin tratar de cada
clon, se volvieron a multiplicar vegetativamente y se cultivaron hasta alcanzar
suficiente volumen de tejido foliar para realizar los extractivos como se describe

seguidamente.

Extraccion de la enzima EPSPs

Se cosecharon 40 g (peso fresco) de hojas en expansidon y se conservaron,
inmediatamente, en recipientes refrigerados con hielo. Luego, se mantuvieron a -80 °C
hasta el momento de la extraccién. Todo el protocolo se llevo a cabo manteniendo la

temperatura entre 1-6 °C.
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Empleando Nz liquido, se tritur6 el material vegetal en un mortero hasta lograr
un estado de polvo. Se agregaron 8 g de polivinilpirrolidona por muestra y se continu6
con la trituracién con mas N liquido. En todo momento, se evit6 que el material
llegara a descongelarse. Posteriormente, se adicionaron 200 ml de tampén de
extraccion (Tris-HCl 100 mM, pH 7,0; EDTA 5 mM; Glicerina 10 % v/v; KCI 50 mM) al
cual se le agreg6é inmediatamente 2-mercaptoetanol (10 mM), benzamidina (2 mM),

fenilmetanosulfonilfluoruro (0,5 mM) y leupeptina (10 pM).

Seguidamente, se realiz6 la homogeneizacion del extracto en vasos de
precipitado de 500 ml en hielo empleando un micromotor manual provisto con un eje
vertical portando dos cuchillas de acero (Gillette platino plus®). La homogeneizacién
se llevo a cabo a 1000 rpm durante cinco minutos. Luego, se transfiri6 el extracto a
recipientes de 500 ml y se centrifugd a 800 x g durante 45 minutos a 4 °C. Finalmente,

se filtré el sobrenadante con voile para separar los restos de tejidos vegetales.

Purificacion y concentracion de EPSPs

Determinado el volumen de extracto obtenido, se agregé gradualmente sulfato
de amonio para realizar un corte al 45 % siguiendo la tabla de saturacion (Englard y
Seifter, 1990) y manteniendo el extracto en suave agitacidon. Luego de la disolucién
completa de la sal, se mantuvo en agitacién suave por 30 minutos mas. Se transfiri6 el
extracto a recipientes enfriados en hielo y se centrifugé a 800 x g durante una hora a 4
°C, logrando obtener un pellet consistente y un sobrenadante homogéneo. El pellet

obtenido se conservo para la posterior cuantificacion de proteinas.

Se determiné el volumen del sobrenadante y se repitié la adicién de sulfato de
amonio con el fin de realizar un nuevo corte al 70 %. En este sentido, se procedié de la
misma forma descripta previamente. Una vez disuelta la sal, el extracto se dividi6 en
tubos de 50 ml y se mantuvo toda la noche a 4 °C. En la mafiana siguiente, se
centrifugaron los tubos a 20000 x g durante 45 minutos a 4 °C, con el fin de obtener

un pellet consistente. El sobrenadante se conservo para la cuantificacién de proteinas.
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Posteriormente, el pellet obtenido (en ese momento dividido en cuatro tubos),
se disolvié en 2-3 ml del tampoén de extraccion, procurando emplear el minimo
volumen necesario. Finalmente, realizando una centrifugacién a 4 °C, el extracto crudo
fue desalado haciendo uso de columnas de sephadex G-25 (PD-10, GE®) previamente
equilibradas con el tampdn de extraccidn, segin las recomendaciones del fabricante.
El eluato se conservéd a -20 °C y se emple6 como extracto crudo para estudiar la

actividad de la enzima EPSPs.

Para la cuantificaciéon de proteinas totales en cada una de las fracciones se
empleé la metodologia de Bradford (1976). A una alicuota de cada fraccién se agregd
1 ml del reactivo de Bradford y, luego de 10 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, se determin6 la absorbancia a 595 nm. La concentracién de proteinas se
estim¢ utilizando albimina de suero bovino (>98 %) como patrén para construir una

curva de calibracion (0-15 pg de proteinas).

Ensayo de actividad de EPSPs bajo concentraciones crecientes de glifosato

La reaccién se llevé a cabo en microtubos estériles de 1,5 ml, empleando 25 pl
de extracto crudo en un volumen final de 100 pl del siguiente buffer de reaccion:
HEPES 100 mM, pH 7,0; (NH4)¢M07024 2 mM, KF 10 mM, MgCl; 1 mM, glicerina 10 %
v/v, shikimato-3-fosfato (0,5 mM), fosfoenolpiruvato (1,25 mM), se empleé agua ultra
pura (Milli-Q®). Se evalué la actividad de la EPSPs de plantas susceptibles y
resistentes bajo las siguientes concentraciones de glifosato (N-(fosfonometil) glicina
96 %, Sigma Aldrich®) 0, 1, 5, 25, 50, 500, 1000, 10000 pM. La reaccion se inicié con
el agregado de shikimato-3-fosfato y se llevo a cabo a 25 °C (Figura 12). Previamente,
todos los reactivos fueron termostatizados durante 15 minutos a la mencionada
temperatura. Como controles negativos, se emplearon las correspondientes
reacciones a tiempo cero. Para estimar la actividad de la enzima EPSPs se cuantificé la
liberacion de fosfato empleando la metodologia propuesta por Lanzetta et al. (1979)

como indicaron Eschenburg et al. (2002) y Nandula (2010).
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La reaccion se detuvo a los 20 minutos con el agregado de 800 pl del reactivo
de Lanzetta (HCI 1 N, verde de malaquita 0,033 % p/v, (NH4)sM07024 1,05 % p/v).
Luego de un minuto, se incorpor6 a cada tubo 100 pl de citrato de sodio (34 % p/v) y
a los 20 minutos se midi6 la absorbancia a 630 nm empleando un espectrofotémetro
Agilent 8453 UV-visible. Para estimar la concentraciéon de fosfatos liberados, se
emplearon como patrén soluciones de KH2PO4 (0-100 uM). Finalmente, se definio la
unidad de actividad enzimatica (U) como nanomoles de fosfato liberados por minuto,

en tanto que la actividad especifica resulta ser U por miligramo de proteina (U mg1).

O% (0] O%/O
o CH, o
- = | ] - EPSPs N = |
0 + O:Fl'——O‘%. - 0 CH. + o-P=o0
e = 2 |
0=pP—-0" o —0 0O=P—0Q" | o
H OH - o—i 0
N ! -
& o . ClIJ' OH
&
Shikimato-3-fosfato Fosfoenalpiruvato S-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato Pi

Figura 12. Reaccion catalizada por la enzima EPSPs. La actividad enzimatica se
determind a partir de la cuantificacion del fosfato inorganico (Pi) formado como
producto de la reaccion.

Analisis estadisticos

A partir de los datos obtenidos en los experimentos de evaluacion del efecto del
glifosato sobre el crecimiento, la acumulacién de azucares libres, el transporte de
asimilados y sobre la fotosintesis, se realizaron los correspondientes analisis de la
varianza para disefios multifactoriales, donde las fuentes de variacién fueron: biotipo
(susceptible y resistente), tiempo post-aplicacién, tratamiento (control y aplicacién de
glifosato) y las correspondientes interacciones dobles y/o triples. A partir de los datos
de dafio de membranas celulares y de actividad de peroxidasas se llevaron a cabo

analisis de la varianza a una via donde la fuente de variacion fue el biotipo.
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Se realizaron los estudios de residuales para corroborar el cumplimiento de los
supuestos del analisis de la varianza de independencia y normalidad de los errores.
Empleando el test de Bartlett se determiné la homogeneidad de la varianza y, en base
a esto, fue necesario transformar los datos porcentuales del experimento de traslado
de asimilados en el arcoseno de la raiz cuadrada, antes de realizar los andlisis de la
varianza (Lison, 1976). Finalmente, las medias fueron comparadas mediante el test de
Fisher de diferencias minimas significativas (P < 0,05). Se empleé el programa

estadistico Statistica® v7.1 (Stat Soft, Inc.).

A partir de los datos obtenidos en el experimento de evaluacién de la actividad
de la EPSPs en diferentes concentraciones de glifosato, se construyé una curva de
dosis-respuesta empleando un modelo de regresion no lineal log-logistico de

pendiente estandar:

D-C
1+ %

y=C+

50

Donde y representa la actividad especifica de la enzima en U mg?l a la
concentracion x de glifosato (uM), C es la asintota inferior, D representa la asintota
superior o respuesta media cuando la concentracién de herbicida es cero y el
parametro I5o representa la concentracion del herbicida necesaria para inhibir al 50 %
la actividad de la enzima. Para evaluar el ajuste del modelo, se realiz6 una prueba de F,
se estudié la varianza de los errores y se calcul6 el coeficiente de determinacién (R2).
Ademas, se realizaron pruebas de F (P < 0,05) para comparar los parametros de los
modelos ajustados del biotipo susceptible y del resistente a glifosato. Para estos
analisis se utilizd el programa estadistico GraphPad Prism® v5.00 (Graphpad

Software, Inc.).
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Bases genéticas de la resistencia a glifosato

Recuento cromosomico y cuantificacion del contenido de ADN nuclear en biotipos

resistentes y susceptibles
Material vegetal

A partir de la descendencia de una planta de la poblacién problema, mediante
la metodologia descripta de multiplicacién vegetativa y posterior evaluaciéon de
sensibilidad a glifosato, se obtuvieron seis plantas medio hermanas. Tres de estas
fueron seleccionadas por ser resistentes a glifosato (sobrevivientes a dosis de 1500 g
(ea) hal) y otras tres susceptibles al herbicida (controladas a 500 g (ea) ha1). Estos
materiales se volvieron a multiplicar por division de matas a fin de obtener tres clones
de cada material. Al estado de 3-4 macollos, las plantas fueron cosechadas para la

comparacién del contenido de ADN mediante citometria de flujo.

Recuento cromosémico

Sobre estos biotipos contrastantes respecto a la sensibilidad a glifosato se
realizd6 el recuento cromosomico de células en mitosis. A partir de fitbmeros
enraizados en agua, se obtuvieron raicillas de 0,5 a 1 cm de longitud que se emplearon

para realizar los preparados.

Inicialmente se estudi6 la hora del dia en el que se registraba la mayor tasa de
divisién celular, comenzando el andlisis desde las 10:00 am hasta las 3:00 pm. En
funcion de esto, para el presente ensayo las raicillas se cortaron a las 1:00 pm debido
al mayor numero de células en divisién encontrado. Las raicillas se colocaron en una

caja de Petri con papel de filtro embebido en 8-hidroxiquilonia (0,02 % v/v) durante 3
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horas. Posteriormente, las raices se pasaron por tres lavados de agua destilada
durante cinco minutos cada uno. Luego, el material se fijo6 colocandolo en tubos con
solucién de Carnoy (etanol:acetato, 3:1), cada dos horas, en un término de tres veces,
se realizo el recambio de la solucion. Finalmente, el material fue conservado a 4 °C
(durante un plazo no mayor a una semana) hasta realizar los preparados. En ese
momento, las raicillas se llevaron a tres bafios secuenciales de agua destilada durante
cinco minutos en cada uno, a fin de extraer el fijador. Después se procedi6 a realizar la
digestion de las paredes celulares con HCI (1 N) en estufa a 45 °C durante 30 minutos.
Finalmente, los apices radicales se tifieron con fucsina basica durante cinco minutos y

se montaron en acido acético (45 %) realizando la técnica de “squash”.

Estimacién de ADN nuclear por citometria de flujo

Para la extraccion de los nucleos vegetales se cortaron las muestras en 0,5 ml
del buffer de Otto I (acido citrico monohidratado 0,1 M y polisorbato 20 0,5 % v/v).
Posteriormente las suspensiones de nucleos fueron pasadas por un filtro de
membrana de 30 um de poro y vertidas sobre tubos receptores de plastico, a los
cuales se les adicion6 2 ml de buffer de tincion Otto II (NazHP04.12H20 1 M) con 4’,6-
diamidino-2-fenilindol (4 mg ml1) como fluorocromo con absorcién en 350 mm
(Johnston et al. 1999) y una emision a 450 nm (Otto, 1990). Se empled un equipo de
citometria de flujo Modelo Partec PA (software Partec Gmbh Alemania) con una
lampara HBO 100 W/2. El protocolo y las mediciones se realizaron en el Instituto de

Floricultura de INTA Castelar.

Andlisis estadistico

A partir de los datos obtenidos del citometro se realizaron dos analisis de la
varianza a una via. En un caso la fuente de variaciéon fue la planta evaluada (seis
clones) y en otro el biotipo (resistente/susceptible). Se realizaron los estudios de los

residuales para corroborar el cumplimiento de los supuestos del andlisis.
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Cruzamientos dirigidos entre plantas susceptibles y resistentes de Lolium

perenne

Las plantas empleadas en los cruzamientos dirigidos fueron fenotipadas segiin
su sensibilidad a glifosato. Los materiales se multiplicaron por divisién de matas,
obteniendo al menos cuatro clones de cada planta. Posteriormente, al estado de 3-4
macollos, se realizé una prueba de sensibilidad a glifosato mediante la aplicacion de
las siguientes dosis de glifosato 0, 750, 1000 y 3000 g (ea) hal. Luego de seguir la
evolucion de las plantas durante post-aplicacién, a los 30 dias se caracterizaron los
materiales segin su sensibilidad como: “susceptibles” controladas a 750 g (ea) hal (y
dosis superiores), “moderadamente resistentes” sobrevivientes hasta 1000 g (ea) ha'l
(controladas a 3000 g (ea) ha'l) y “resistentes” sobrevivientes a 3000 g (ea) ha'l. En la
Tabla 1 se muestran los materiales empleados en todos los cruzamientos dirigidos y

sus caracteristicas.
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Tabla 1. Plantas empleadas para realizar cruzamientos dirigidos y autofecundaciones.
Se detalla la sensibilidad a glifosato, el origen de cada material y el afio de obtencion.

Planta Sensibilidad a glifosato Origen Afio
Ri10-1 Sobrevivi6 hasta 1000 g (ea) ha'l Poblacién problema 2009
Ri10-3 Sobrevivié hasta 1000 g (ea) ha'l Poblacién problema 2009
Ri10-5 Sobrevivi6 hasta 1000 g (ea) ha'l Poblacién problema 2009
Ri10-7 Sobrevivi6 hasta 1000 g (ea) ha'l Poblacién problema 2009
Ril11-1 Sobrevivié hasta 1000 g (ea) ha'l Poblacién problema 2010
Ri11-2 Sobrevivi6 hasta 1000 g (ea) hal Poblacién problema 2010
Sb11 Controlada a 750 g (ea) ha Poblacién problema 2010
Rall Sobrevivié hasta 3000 g (ea) ha'l Ri10-5 x Ri10-5 2010
Sall Controlada a 750 g (ea) ha Ri10-1 x Ri10-1 2010
Rel2 Sobrevivi6 hasta 1000 g (ea) hal Rill-1 (polinizacién abierta) 2011
Sc12 Controlada a 750 g (ea) ha Ri11-1 (polinizacién abierta) 2011
Ri13-1 Sobrevivié hasta 1000 g (ea) ha'l Rel2 x Sc12 2012
Ri13-2 Sobrevivié hasta 1000 g (ea) ha'l Rel2 x Sc12 2012
Ri13-3 Sobrevivié hasta 1000 g (ea) ha'l Rel12 x Sc12 2012
Sc13-1 Controlada a 750 g (ea) ha Rel2 x Sc12 2012
Sc13-2 Controlada a 750 g (ea) ha Rel2 x Sc12 2012
Rel3 Sobrevivio6 hasta 3000 g (ea) ha'l Rel2 x Rel2 2012

Metodologia de castracion y cruzamiento

Luego de caracterizar las plantas, los clones sin tratar con glifosato fueron
trasplantados a macetas de cinco litros donde fueron cultivados durante todo el ciclo.
Al estado de espigazdn, aproximadamente 7 dias antes del comienzo de la antesis, se
llevé a cabo la castracién manual de las plantas madres (Figura 13a). En primer lugar

se seleccionaron entre 10 y 12 espiguillas del centro de la espiga, mientras que las
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espiguillas restantes se cortaron. A su vez, se eligieron entre 3 y 5 flores de cada
espiguilla seleccionada, cortando las flores apicales debido a su reducido tamafio y a

su desarrollo relativamente retrasado.

Empleando una pinza de punta fina, se procedi6 a abrir cada una de las flores
selectas por separacién de las glumas y emascularlas retirando cuidadosamente sus
tres estambres. Posteriormente, las espigas con todas las flores emasculadas se
encapucharon, usando sobres de papel satinado de 10 cm x 5 cm, junto a una espiga
no emasculada de otra planta empleada como padre (Figura 13b). En todos los casos,
los sobres utilizados como capuchas se mantuvieron sostenidos en forma vertical
mediante tutores (Figura 13b) y durante los 15 dias posteriores al encapuchado se
agitaron suavemente, en forma manual, dos veces al dia para propiciar la liberacion

del polen en el interior.

Figura 13. Cruzamientos dirigidos: a) procedimiento de castracion, retirando los tres
estambres de cada flor; b) encapuchado de espigas.

Luego de 20 dias de realizadas las castraciones, se abrieron los sobres y se
comprobd en cada caso el cuajado de granos o el fracaso del cruzamiento. En ambas

situaciones, se continu6 con el cultivo de las plantas hasta madurez de cosecha cuando
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se cortaron e individualizaron todas las espigas tratadas. Estas se acondicionaron en

sobres de papel a temperatura ambiente hasta el afio siguiente.

Metodologia para forzar la autofecundacion

Se forzé la autofecundacion de materiales de distinta sensibilidad a glifosato.
Para ello, se eligié al menos una espiga de cada planta, previo al inicio de la antesis.
Sobre esa espiga, se seleccionaron 10-12 espiguillas del centro, mientras que las
apicales y basales fueron cortadas. Posteriormente, las espigas se encapucharon
dentro de sobres de papel satinado. A partir de este paso, se procedi6 hasta su cosecha

en forma similar a lo detallado en la metodologia de cruzamientos forzados.

Cruzamientos dirigidos y autofecundaciones

En primer lugar, durante el afio 2009 y 2010, se forz6 la autofecundacién de
plantas resistentes a 1000 g (ea) ha'l, descendientes de la poblacién problema (Ri10-

1; Ri10-3; Ri10-5; Ri10-7; R11-1 y R11-2; Tabla 1).

A partir de la descendencia de plantas autofecundadas, en el afo 2010 se
selecciond y cruz6 una planta resistente a dosis de hasta 3000 g (ea) hal (“Rall”
descendiente de Ri10-5 x Ri10-5; Tabla 1) y una susceptible (“Sal1l” descendiente de
Ri10-1 x Ri10-1, controlada a 750 g (ea) hal). Ademads, durante esa misma campaiia, se
cruzaron entre si plantas resistentes a dosis de hasta 1000 g (ea) ha! (“Ril1l-1" y
“Ri11-2”; Tabla 1) y, también, plantas susceptibles (“Sal11” y “Sb11”, controladas a 750
g (ea) ha'l).

En el afio 2011, se seleccion6 una planta resistente a dosis de hasta 1000 g (ea)
hal (“Rel2”, Tabla 1) y otra susceptible (“Sc12”, Tabla 1), ambas descendientes de
una misma planta madre (“Ril1l-1", Tabla 1) sometida a polinizacién abierta. Los
materiales selectos se multiplicaron vegetativamente con el fin de incrementar el

numero de cruzamientos y el tamafio de la progenie. A partir de estas plantas, se
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realizaron los cruzamientos susceptible x resistente, el reciproco y, en otros casos, se

forzo la autofecundacion.

Finalmente, a partir de la descendencia del cruzamiento resistente x
susceptible, se seleccionaron plantas susceptibles (“Sc13-1" y “Sc13-2" controladas a
750 g (ea) ha'l, Tabla 1) y resistentes (“Re13”, “Ri13-1”, “Ri13-2" y “Ri13-3”, Tabla 1).
Se realizaron cruzamientos entre susceptibles y resistentes y, también, se forzé la

autofecundacion.

Hibridacién de Lolium multiflorum x Lolium perenne

Se colectaron cinco plantas de Lolium multiflorum, en estado de macollaje,
creciendo en forma espontanea en los jardines de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales (UNLP). Se multiplicaron vegetativamente por separacién de macollos, se
cultivaron en macetas de 250 cm3 en invernaculo, y se evalud la sensibilidad a

glifosato, determinando su susceptibilidad a dosis de 500 g (ea) hal.

Cuando las plantas llegaron a espigazon, antes de la antesis, 10-12 espiguillas
del centro de una espiga fueron emasculadas. Siguiendo la metodologia descripta
antes, se realizaron cruzamientos inter-especificos empleando como padre Lolium
perenne resistente a glifosato (Rel3, Tabla 1). También se encapucharon de a dos
espigas de las diferentes plantas de Lolium multiflorum, esta descendencia seria

empleada luego como control susceptible.

Evaluacion de la sensibilidad a glifosato de la descendencia

En todos los casos (en cruzamientos, autofecundaciones e hibridaciones), al
afio siguiente a la cosecha las espigas fueron cuidadosamente trilladas en forma
manual, discriminando entre semillas vanas y semillas de desarrollo normal. Durante
el mes de mayo, habiendo cumplido el tiempo post-cosecha necesario para que se

minimice el porcentaje de semillas en dormicion, se realizaron las siembras de las
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semillas en cajas de petri. La progenie se mantuvo agrupada e identificada segun la
espiga de procedencia. Las condiciones de germinacién fueron las mismas que las

descriptas en experimentos previos.

Las plantulas fueron trasplantadas en macetas individuales de 250 cm3,
empleando tierra como sustrato. Al estado de 4-5 macollos, se multiplico
vegetativamente cada planta por divisién de macollos obteniendo al menos cuatro
propagulos de cada una como se describi6 anteriormente. Cuando los clones
presentaron 3-4 macollos se evalué la sensibilidad a glifosato empleando las
siguientes dosis 0, 750, 1000 y 3000 g (ea) ha-1 usando la metodologia descripta antes.
Durante el periodo post-aplicacién se llevaron registros semanales describiendo la
sensibilidad de la planta por evaluacién visual de sintomas (clorosis) categorizando
cada planta como “controlada” cuando mostraban clorosis general, en 6rganos jévenes
y hojas expandidas, o “sobreviviente” cuando no presentaban sintomas cloréticos ni

marchitamiento.

Finalmente, se consideré que presentaban “resistencia elevada” aquellas
plantas sobrevivientes a 3000 g (ea) hal, “resistencia intermedia” las que
sobrevivieron a dosis de hasta 1000 g (ea) ha'l, mientras que se contabilizaron como
“susceptibles” las plantas que fueron controladas a 750 g (ea) hal. Esta clasificacion

se realizd a partir de los registros de control a los 21 dias post-aplicacion.

Modelos evaluados y andlisis estadistico

A partir del analisis de la segregacion de la descendencia se evalué un modelo
de herencia donde la resistencia se explica por la interacciéon de dos genes (epistasis
recesiva, epistasis dominante y epistasis doble dominante con efecto acumulativo) y,
ademas, se plante6 un modelo de dominancia incompleta en el cual un gen mayor “R”
controla la resistencia a glifosato. En este ultimo caso, las plantas homocigotas R'R’
presentan elevada resistencia al herbicida, mientras que las plantas heterocigotas RR’

muestran resistencia intermedia y aquellas homocigotas RR son susceptibles. Para
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evaluar el ajuste de cada modelo se empleé la prueba de chi-cuadrado (%) para
contrastar las frecuencias observadas con las esperadas (P > 0,05), donde la hipétesis
nula fue que las frecuencias observadas son iguales a las frecuencias esperadas a
partir del modelo planteado y las diferencias entre éstas frecuencias se deben al azar.
En contra parte, la hipétesis alternativa fue que las diferencias en las frecuencias

observadas en relacion a las esperadas no se deben al azar.

Estudio del flujo de genes de resistencia
Material vegetal y experimento a campo

En el ano 2009, se cosecharon plantas de Lolium perenne de la poblacion
resistente estudiada. Empleando esas semillas, en marzo de 2010 en la Chacra
Experimental Integrada Barrow se sembré una parcela de 10 m x 20 m utilizando una
densidad de 10 kg de semilla ha-l. La siembra se realizé luego del laboreo con rastra

de disco, se empled una sembradora experimental de seis lineas, distanciadas a 20 cm.

En similares condiciones, en marzo de 2011 se sembro ryegrass perenne,
susceptible a glifosato (en plantas en macollaje la dosis de inhibicion media fue de
102,6 g (ea) ha'l), siguiendo el contorno de la parcela del material resistente
utilizando 1,2 m de ancho de parcela. Ademas, con el objeto de disponer de plantas
susceptibles de ryegrass establecidas a distancias crecientes de la poblacion
resistente, se realizo la siembra del material susceptible en una parcela de 1,2 m de
ancho y 90 m de largo como se muestra en la Figura 14. Teniendo en cuenta la
polinizacion anemofila de Lolium perenne, la mencionada parcela de ryegrass
susceptible fue orientada en sentido SO-NE, de acuerdo a la direccion de los vientos
predominantes en la CEI Barrow durante el mes de noviembre como se muestra en la

Figura 15.
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Figura 14. Imagen satelital del experimento de flujo génico: parcela de Lolium
perenne resistente a glifosato (R) y parcelas de Lolium perenne susceptible (indicadas
en amarillo). Se presentan las dimensiones expresadas en metros.

El dia 12 de agosto de 2011, previo a la floracidn, se instalaron sobre la parcela
susceptible, cinco jaulas de 0,5 m x 0,5 m de lado y 0,8 m de altura, cubiertas con doble
voile para evitar el ingreso de polen (Figura 16). De esta manera, en el interior de la
jaula se mantuvieron aisladas plantas de ryegrass susceptible hasta finalizada la
floracidn. El 1 de diciembre se retiraron las jaulas y se individualizaron las plantas que

estuvieron aisladas.
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NNO 20~ NNE

SSO~— | —SSE

Figura 15. Distribucién promedio de la direccidn del viento (%) durante el mes de
noviembre en la Chacra Experimental Integrada Barrow (2008-2012). Elaboracion
propia a partir de datos de Windfinder® (http://www.es.windfinder.com).

Posteriormente, a partir de la parcela de ryegrass susceptible, el dia 27 de
diciembre se cosecharon 10 plantas de cada uno de los siguientes sectores:
distanciados a 0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75 y 85 m de la parcela de ryegrass resistente.
También se cosecharon las plantas que previamente se habian aislado con las jaulas y
10 plantas de la parcela resistente. Las semillas provenientes de las plantas aisladas se
emplearon como controles negativos (susceptibles) y aquellas descendientes de las

plantas resistentes como controles positivos para la resistencia a glifosato.
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Figura 16. Jaula para el aislamiento de plantas susceptibles durante el periodo de
floracion.

Evaluacion de la sensibilidad a glifosato de la descendencia

Bioensayo de germinacién en presencia de glifosato

Este ensayo se bas6 en la evaluacion porcentual de la germinaciéon de las
semillas y el crecimiento plumular en presencia de una concentracién de glifosato de
42 mg (ea) L1 (dosis letal media estimada sobre la poblacién susceptible). Cincuenta
semillas se pusieron a prueba en placas de Petri de 9 cm de didmetro conteniendo una
hoja de papel de filtro y 5 ml de una solucién de glifosato de 42 mg (ea) L1 Se

emplearon tres repeticiones en un disefio completamente al azar.

Este experimento se realizé en condiciones similares al bioensayo de dosis-
respuesta en germinacion descripto antes. Se emple6 una camara de crecimiento con
75 pmol m? s1 de radiacion fotosintéticamente activa con un periodo de
luz/oscuridad de 12/12 horas y un régimen de temperatura de 25/15 °C durante el

dia y la noche, respectivamente. Después de 7 dias, se registr6 el porcentaje de
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semillas germinadas y el crecimiento de la plimula en longitud, medido desde el

punto de union del coleoptilo a la semilla hasta el apice de la plumula.

Evaluacion del crecimiento de las plantas bajo efecto del glifosato

El crecimiento de la progenie de las plantas susceptibles cosechadas a
diferentes distancias de la parcela resistente, fue evaluado en post-aplicaciéon de
glifosato. Con este fin se empled la metodologia descripta antes para la evaluacion de

la inhibiciéon del crecimiento provocada por el glifosato.

A partir de la descendencia de las plantas cosechadas sobre cada sector (0, 15,
25, 35, 45, 55, 65, 75 y 85 m de la parcela de ryegrass resistente), de las plantas de la
poblacién resistente y de aquellas susceptibles aisladas, se emplearon diez semillas
pre-germinadas en cajas de Petri para ser trasplantadas en macetas de 250 cm3 con
tierra fértil. Estas plantulas se cultivaron en invernadero y fueron regadas
diariamente manteniéndolas a capacidad de campo hasta que alcanzaron el estado de

macollaje.

En ese estado fenoldgico, las plantas fueron asperjadas con una dosis de
glifosato de 1000 g (ea) ha'! empleando un volumen de aplicacion 200 litros ha-l. A las
3 horas, las plantas fueron cortadas a 2,5 cm del cuello o nudo de ahijamiento. Luego,
se midid la longitud del rebrote de las hojas por sobre el corte a las 72 horas post-

aplicacion.

Evaluacion de la supervivencia de plantas en macollaje

Fue evaluada la supervivencia de la descendencia de las plantas cosechadas a
los mencionados sectores distantes de la parcela resistente, luego de la aplicaciéon de
glifosato. Para esto, en invernadero se cultivaron 50 plantas descendientes de cada

uno de los sectores, de las plantas susceptibles aisladas y de la poblacion resistente. Se
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emplearon cinco macetas de 1000 cm3 con tierra por tratamiento (10 plantas por

maceta).

Cuando las plantas tuvieron 2-3 macollos, se realiz6 una pulverizacién con una
dosis de glifosato 1000 g (ea) ha'l, empleando un pulverizador manual de laboratorio
calibrado para liberar 200 L ha-l. Finalmente, se evalu6 visualmente el niimero de

plantas sobrevivientes a 10 y 20 dias post-aplicacion.

Empleando condiciones similares a las descriptas, en otro ensayo se evalué el
control de plantas empleando glifosato a razén de 500, 1000 y 2000 g (ea) ha'l. Se
utilizaron tres repeticiones (10 plantas por maceta) y se determiné el niimero de

plantas sobrevivientes a los 20 dias post-aplicacidn.

Andlisis estadistico

Los datos del ensayo de germinacién y crecimiento plumular de la progenie
bajo efecto del glifosato, del ensayo de inhibicién del crecimiento y los de
supervivencia de plantas en macollaje, se emplearon para realizar los
correspondientes andlisis de la varianza a una via donde la fuente de variacion fue la
progenie (descendencia de plantas cosechadas a 0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75y 85 m de
la parcela de ryegrass resistente, de las plantas de la poblacion resistente y de
aquellas susceptibles aisladas durante la floracion). Se realizé el estudio de residuales
para corroborar el cumplimiento de los supuestos del andlisis de la varianza. Las
medias fueron comparadas mediante el test de Fisher de diferencias minimas
significativas (P < 0,05). Se empled el programa estadistico Statistica® v7.1 (Stat Soft,

Inc.).

Asimismo, se estudié la distribuciéon de frecuencias para el crecimiento
plumular de la progenie de los distintos tratamientos y mediante pruebas de x? (P >
0,05) se contrastaron las frecuencias observadas de cada tratamiento con las
esperadas (correspondiente a la descendencia de plantas susceptibles en aislamiento),

donde la hipétesis nula fue que las frecuencias observadas en cada tratamiento son
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iguales a la distribucién de frecuencias de la progenie de plantas susceptibles en
aislamiento (esperadas) y los desvios se deben al azar. En contraste, la hipdtesis
alternativa fue que los desvios entre las frecuencias observadas y las esperadas no se

deben al azar.
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Implicancias adaptativas de la resistencia

Material vegetal y control del fondo genético

De la descendencia de plantas de la poblacién problema de Coronel Dorrego, se
identificaron biotipos susceptibles y resistentes caracterizados segin la metodologia
descripta de multiplicacién vegetativa de plantas y prueba de sensibilidad a distintas
dosis de glifosato. En este sentido, los dias 15 de marzo de 2011 y 2012, se sembraron
en cajas de petri alrededor de cien semillas descendientes de la poblacién problema y
se mantuvieron en una cadmara de crecimiento en las condiciones descriptas en
experimentos previos. Luego de cinco dias, las semillas que germinaron se repicaron
en macetas de 250 cm3 con tierra fértil como sustrato y se cultivaron en invernaculo.
Cuando las plantas presentaron mas de cuatro macollos, se multiplicaron por division
de matas, obteniendo al menos cuatro clones por planta. Estos se cultivaron en

macetas de 250 cm3 con tierra fértil en invernaculo.

A fines del mes de mayo, cuando los propagulos tenian 2-3 macollos, se realiz6
la prueba de sensibilidad mediante la aplicacion de las siguientes dosis de glifosato 0,
500, 1000y 2000 g (ea) hal. Luego, a partir de la evaluacion de supervivencia a los 21
dias post-aplicacion, se seleccionaron 18 plantas resistentes a 2000 g (ea) haly 18
susceptibles controladas a 500 g (ea) ha-l. Este protocolo fue llevado a cabo con el fin
de seleccionar fenotipos susceptibles y resistentes provenientes de una misma
poblacién, asi para las comparaciones de los costos bioldgicos se cumplié con la
condicion de disponer de un fondo genético homogeneo y aleatorizado (Vila-Aiub et

al, 2011).
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Ensayos de campo

Estos experimentos fueron llevados a cabo en La Plata (34° S, 58° 0) bajo
condiciones de campo durante el afo 2011 en el “Jardin de Genética” de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP) y repetido en el 2012 en el Instituto de
Fisiologia Vegetal (UNLP-CONICET). En cada experimento, 36 plantas al estado de
macollaje (cuatro macollos por planta), 18 resistentes a glifosato y otras 18
susceptibles, fueron plantadas el 20 de junio (del 2011 y 2012) en un suelo argiudol
tipico. Se sigui6 un disefio de plantacién de 6 x 6, donde las plantas se distanciaron a

30 cm unas de otras y se distribuyeron completamente al azar.

En el “Jardin de Genética” el suelo present6 las siguientes propiedades en los
primeros 20 cm: pH 6,5; 0,20 % de nitrégeno total y 27 ppm de fésforo (Bray Kurtz
N°1). Mientras que en el Instituto de Fisiologia Vegetal el suelo, de igual clase
taxon6mica, mostré en su perfil de 0-20 cm: pH 7,0; 0,27 % de nitrogeno total y 22
ppm de fésforo (Bray Kurtz N°1). Previo a los experimentos, el suelo fue laboreado a
una profundidad de 10 cm usando un motocultor. En el afio 2011, se emple6 riego
complementario a las precipitaciones, de acuerdo a la demanda hidrica del cultivo. En

tanto, en el afio 2012 no se aplic6 riego artificial.

El control de malezas se realizé6 semanalmente en forma manual en ambos
experimentos. Por otra parte, se tomaron recaudos para minimizar el riesgo de
generacion de nuevos focos de resistencia. En ambas experiencias, en un area de 50 m
alrededor del ensayo se censo la presencia de plantas espontaneas de Lolium spp. y se
erradicaron manualmente. Tanto al inicio como durante el periodo de floracién y al

finalizar los ensayos, se repetié el mismo procedimiento.

Estudio de pardmetros relacionados a la eficacia biolégica

Se evaluaron parametros de crecimiento y la fenologia de plantas resistentes y
susceptibles. En este sentido, se estudi6 el habito de crecimiento (postrado o erecto) y

la altura de planta (desde el cuello de la planta hasta el apice del 6rgano mas distante
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-hojas o espigas-) a 60, 120 y 150 dias después de plantaciéon. También, se estim¢ el
area foliar de la ldmina de la hoja bandera (promedio de 10 hojas bandera por planta)
en el estado de espigazén segiin la metodologia no destructiva propuesta por Pandey
y Singh (2011) a partir de mediciones del ancho y el largo de hojas. Se cont6 el
numero de semillas producido por planta y el peso de mil semillas ajustado a 12 % de
humedad. Ademas para cada planta se determind la biomasa aérea al estado de
madurez y el indice de cosecha (relacién del peso seco de semillas producidas por

planta sobre el peso seco de la biomasa aérea total de la planta).

Las plantas fueron cosechadas, trilladas para obtener las semillas y luego, el
resto de la biomasa aérea, se llev6 a una estufa a 60 °C hasta que el material llegara a
peso constante. Luego, se determind el peso seco de cada planta empleando una
balanza analitica (Sartorius® 2354). En el experimento del afio 2012, ademas, se

conto el numero de espigas por planta, espiguillas por espiga y semillas por espiguilla.

Dentro del estudio de la fenologia de plantas resistentes y susceptibles, a partir
de observaciones semanales, para cada planta se determiné el nimero de dias desde
el trasplante hasta apariciéon del primer nudo aéreo, a espigazén y a madurez de

cosecha.

La magnitud (%) de la penalidad bioldgica asociada con la resistencia a

glifosato fue estimada segun Maynard Smith (1998):

R
=|1-| —||-100
’ { g ﬂ
Donde, y (%) representa la magnitud de la penalidad biolégica, R el valor medio

del parametro de crecimiento de plantas resistentes y S la media del correspondiente

parametro en plantas susceptibles.
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Estimacion del estatus de nitrégeno y fosforo

En floracién, se estimé el estatus de nitrégeno sobre la hoja bandera
empleando un medidor portatil de clorofila (SPAD 502®, Minolta). A tal fin, se
tomaron 10 hojas bandera al azar por planta, sobre éstas se realizaron tres lecturas a
nivel del tercio medio de la lamina. Primero, las tres mediciones por hoja fueron
promediadas y, posteriormente, se promediaron los valores de las 10 hojas por planta

obteniendo un tnico valor.

En el experimento del afio 2012, se estim¢ el estatus de fosforo de las hojas
bandera de cada planta siguiendo la técnica de Brooks (1986) de determinacién de
ortofosfato extraido con acido acético. Se muestrearon las 36 plantas del experimento
a campo, tomando al azar una hoja bandera por planta, se pes6 0,05 g del material
vegetal y cada muestra se sumergi6é en un microtubo con 1 ml de acido acético (2 %
v/v). Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 minutos y luego se
centrifugaron a 4000 x g durante 10 minutos. Finalmente, se cuantificé el ortofosfato
por espectrofotometria a 630 nm mediante la metodologia de Lanzetta anteriormente
descripta, empleando como patrén soluciones de KH2PO4 (0-100 pM). Los valores de

ortofosfato se expresaron en pmoles por gramo de peso fresco de hoja.

Estudio de la germinacion en el periodo post-cosecha

Luego de realizada la cosecha del experimento del afio 2012, las semillas se
conservaron a 25 * 2 °C. Posteriormente, a un tiempo térmico de 1500 grados-dia y
2000 grados-dia (considerando una temperatura base de 5,4 °C, segiin Steadman et
al, 2003a), se tomé 100 semillas de la progenie de cada planta y se pusieron a
germinar en cajas de Petri con papel de filtro embebido en agua bidestilada. Las
condiciones de germinacién fueron las mismas a las descriptas en experimentos
previos, empleando un régimen de 12/12 horas de alternancia de temperatura 25/15
°C en luz/oscuridad, respectivamente. Se determiné diariamente el nimero de

semillas germinadas hasta los 8 dias desde la siembra.
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Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de x2 (P > 0,05) para evaluar la independencia de la
sensibilidad a glifosato y el habito de crecimiento de las plantas. A partir del resto de
los parametros evaluados, se realizaron analisis de la varianza a una via o
multifactoriales dependiendo del nimero de fuentes de variacién implicadas en cada
determinacion: biotipo (susceptible y resistente a glifosato), afio del experimento
(2011 y 2012), tiempo (60, 120 y 150 dias post-plantacién) y sus interacciones. Para la
evaluacion de la germinacién de semillas a 1500 y 2000 grados-dia, las fuentes de
variacién fueron: biotipo (susceptible y resistente) y dias desde siembra en cajas de

Petri (0,1, 2,3,4,5,6,7y 8).

Finalmente, los supuestos del andlisis se comprobaron a partir del estudio de
residuales. Se realiz6 la separacion de medias mediante el test de diferencias minimas

significativas de Fisher (P < 0,05).
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Deteccion de la resistencia a glifosato

Ante un presumible caso de resistencia, las pruebas de deteccién deben ser
rapidas y rigurosas con el fin de garantizar el tiempo necesario para tomar decisiones
(Kim et al., 2000). En este sentido, estudiando resistencia a distintos herbicidas, se
han aplicado diferentes metodologias de detecciéon que incluyen el andlisis de toda la
planta, incubacién in vitro de tejidos, cultivo de granos de polen, germinacién de
semillas y analisis moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa
(Hensley, 1981; Richter y Powles, 1993; Kim et al., 2000; Perez Jones et al., 2005;
Kaundun y Windass, 2006; Diez de Ulzurrun y Leaden, 2012). Los resultados
obtenidos mediante estas pruebas deben permitir determinar el grado de
insensibilidad de la planta y ademdas deben ser indicadores del comportamiento a

campo de la maleza (Moss, 2012).

Por ello, el diagnéstico de malezas resistentes a herbicidas es el primer paso
para el manejo y para el estudio de su naturaleza (Beckie et al., 2000). A menudo, las
limitaciones en la eficacia de control estan asociadas a factores externos a la
resistencia como errores de aplicacién, condiciones edafo-climaticas sub-6ptimas o
tratamientos en estados fenolégicos de la maleza inadecuados (Moss, 2012). Por lo
tanto, teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en la introduccién en cuanto al
control ineficaz con glifosato de la poblacién problema, en el presente capitulo se
pretende responder las siguientes preguntas: ;Se trata de un caso de resistencia a
glifosato? ;Cuadl es la sensibilidad a glifosato de la poblacién problema? ;En todos los
estadios la sensibilidad es igual -relativamente, comparada a una poblacion

susceptible-? ;Esta poblacion es sensible a herbicidas de otro mecanismo de accion?
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Bioensayo de dosis-respuesta de germinacion

Comparando las poblaciones en estudio respecto al porcentaje de germinacion
bajo distintas dosis de glifosato, la poblacién presumiblemente resistente mostré una
menor sensibilidad al herbicida (Figura 17 y 18a). El indice de resistencia (IR) indica
que es necesario incrementar la dosis de glifosato 3,2 veces para alcanzar una

inhibicion de la germinacion similar a la lograda en la poblacion susceptible (Tabla 2).

80 mg (ea) L'! 160 mg (ea) l-'.y/

Figura 17. Germinaciéon y crecimiento plumular de semillas resistentes (panel
superior) y susceptibles (panel inferior) cultivadas en distintas concentraciones de
glifosato.

El crecimiento de la plumula fue inhibido significativamente en ambas
poblaciones en todas las dosis de glifosato empleadas, comparando con los
respectivos controles sin herbicida (Figura 17 y 18b). Al considerar este parametro, el
IR fue de 4,4, indicando que para causar un efecto equivalente en la poblaciéon
resistente respecto a la susceptible, se debe incrementar la dosis de glifosato mas de

cuatro veces (Tabla 3).
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Tabla 2. Parametros del modelo de regresion no lineal para el bioensayo de
germinacion, probabilidad (P) para la precisién del modelo e indice de resistencia
estimado (IR). El modelo ajustado fue: Germinacion (%) = C + {(D - C)/[1 + (x/LDs0)"]}

Germinacion {%46)

Poblacion D (%) C (%) B LDso (mg (ea) L) P
Susceptible 85,0 1,0 1,4 42,0 <0,001
Resistente 86,6 10,0 0,9 138,0 <0,001
IR=3,2
a b
100 - Poblacién Resistente (R?: 0,97) 40
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Figura 18. Porcentaje de germinacién (a) y crecimiento plumular (b) de las
poblaciones resistente y susceptible a diferentes concentraciones de glifosato. Los
simbolos representan los valores medios y las lineas las respuestas predictivas para
cada poblacion. Las barras verticales representan + 1 error estdndar de la media.

Basado en los resultados de germinaciéon a diferentes dosis de glifosato, el

comportamiento contrastante de plantas susceptibles y resistentes no podria ser

explicado por el transporte diferencial del herbicida. En las condiciones del ensayo, el

embrién estaria embebido con la solucion de glifosato, en consecuencia todos sus

tejidos estarian expuestos al herbicida. Asi, el transporte diferencial de glifosato como

mecanismo de resistencia estaria inhibido en este estado ontogénico. En este sentido,
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un mecanismo de exclusiéon celular no podria ser descartado al momento de explicar
las diferencias de sensibilidad entre ambas poblaciones. Shaner (2009) propuso
diferentes tipos de exclusion o compartimentalizacién celular como mecanismos de
resistencia a glifosato. La existencia de transportadores que bombeen glifosato dentro
de la vacuola, podria prevenir el dafio celular y seria un posible mecanismo de
resistencia por exclusién celular. En forma analoga, el herbicida podria ser bombeado
fuera de la célula, hacia el apoplasto, o bien la entrada de glifosato a la célula podria

estar inhibida por una modificacién en los fosfato-transportadores (Shaner, 2009).

Tabla 3. Pardmetros del modelo de regresiéon no lineal para el bioensayo de
crecimiento plumular, probabilidad (P) para la precision del modelo e indice de
resistencia estimado (IR). El modelo ajustado fue:

Largo de plimula (mm) = C+ {(D - C)/[1 + (x/GRs0)"]}

Poblacion D(mm) C(mm) b GR5p (mg (ea) L) 4

Susceptible 36,2 2,5 1,9 9,3 0,039

Resistente 37,3 0,1 0,9 41,5 <0,001
IR=4,4

Similares IR en pruebas de germinaciéon han sido detectados en poblaciones de
L. multiflorum resistente a glifosato. Entre estos, Perez-Jones et al. (2007) evaluando
poblaciones de Chile y de EEUU, encontraron que la dosis de inhibicién media de la
germinacién era 2 y 5 veces mayor a la de una poblacion susceptible, respectivamente.
Mas recientemente, una poblaciéon de ryegrass anual del sudeste bonaerense ha
mostrado un IR de 3,3 al considerar el crecimiento plumular (Diez de Ulzurrun y

Leaden, 2012), valor similar al detectado en el presente trabajo.
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Bioensayo de dosis-respuesta de crecimiento y supervivencia de plantas

Contenido de clorofila

Ninguna de las dos poblaciones tratadas con glifosato mostraron diferencias en
el contenido de clorofila, respecto a los controles, a los 2 y 3 dias después de la
aplicacion del herbicida (datos no mostrados). En la poblacién susceptible, el
contenido de clorofila disminuy¢ significativamente (P < 0,05) a los 7 y 10 dias post-
aplicacién, independientemente de la dosis empleada (Figura 19a y 19b). En
contraste, plantas de la poblacidn resistente que fueron tratadas con glifosato no
mostraron disminuciones significativas en el contenido de clorofila, comparado a sus
controles, luego de los 10 dias de realizada la aplicacién. En este sentido, la evaluaciéon
del contenido de clorofila empleando un clorofilémetro portatil, podria ser un método

simple y rapido para determinar la sensibilidad de plantas tratadas con glifosato.
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Figura 19. Porcentaje relativo de clorofila de las poblaciones resistente y susceptible
a glifosato tratadas con diferentes dosis de glifosato, respecto a los correspondientes
testigos sin herbicida: a) 10 dias post-aplicacion y b) 15 dias post-aplicacion. Los
simbolos indican los valores medios. Las barras verticales representan + 1 error
estandar de la media.

La cuantificaciéon de clorofila ha sido empleada como indicador de los efectos
fitotoxicos del glifosato y de otros principios activos, permitiendo comparar plantas

de diferente sensibilidad a un herbicida (Hoagland et al., 1999; Fuchs et al., 2002;
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Yasuor et al., 2008). Coincidentemente con los resultados presentados, Zobiole et al.
(2010) encontraron que los efectos inhibitorios del glifosato sobre el contenido de
clorofila de las hojas no son inmediatos. Estos podrian ser causados por el dano
directo del herbicida sobre los cloroplastos (Campbell et al., 1976) o a causa del estrés

oxidativo, como se discutira mas adelante.

Supervivencia de plantas

Para cada dosis de glifosato empleada, el porcentaje de supervivencia de
plantas de la poblaciéon susceptible y resistente fue significativamente diferente
(Figura 20). En el rango de dosis recomendado, el glifosato controlé entre 35-40 % de
las plantas de la poblacién resistente; esto indica que dentro de esa poblacion existen
plantas susceptibles. A los 15 dias post-aplicacién, el IR mostré que se requiere
incrementar 10,8 veces la dosis de glifosato para equiparar el control de plantas
resistentes respecto a las susceptibles (Tabla 4). Estos resultados de supervivencia de
plantas, concuerdan con los publicados por Powles et al. (1998) y Owen y Powles
(2010) donde al comparar la cantidad de glifosato requerida para provocar una
mortalidad del 50 % en poblaciones de Lolium rigidum susceptibles y resistentes a

glifosato, hallan valores del IR de entre 7 y 11.

Tabla 4. Parametros del modelo de regresion no lineal para el bioensayo de
supervivencia de plantas, probabilidad (P) para la precisiéon del modelo e indice de
resistencia estimado (IR). El modelo ajustado fue:

Supervivencia (%) = C+{(D - C)/[1 + (x/EDs0)"]}

Poblacién D (%) C (%) b EDso (g (ea) hat) P

Susceptible 100,0 0,01 0,88 138,1 <0,001

Resistente 100,0 0,11 1,3 1495,0 <0,001
IR=10,8

Marcos Yanniccari — 2014

83



Deteccién de la resistencia — RESULTADOS Y DISCUSION

100 - Poblacion Resistente{RE:"D_QQ}
, -4 Poblacion Susceptible (R= 0,99)
— 807
=3 '~.
o :
2 B0 "‘.
ll] [
= "
Z 404 °
5]
e
=
W 20 4
1 1 -
0 A
0 1000 2000 3000

Glifosato
(g equivalente &cido ha™)

Figura 20. Porcentaje de supervivencia de las poblaciones resistente y susceptible a
diferentes dosis de glifosato. Los simbolos indican los valores medios y las lineas las
respuestas predictivas para cada poblacién. Las barras verticales representan + 1
error estandar de la media.

El efecto del herbicida sobre la poblacién susceptible se acentué a los 30 dias
post-aplicacion pues plantas que previamente no habian sido controladas a los 15 dias
post-aplicacién, murieron posteriormente sin evidenciar su rebrote. En contraste, un
40 % (*12 % intervalo de confianza del 95 %) de las plantas de la poblacion resistente
que previamente habian sido controladas, rebrotaron a los 30 dias de realizada la
aplicacion, independientemente de la dosis de herbicida aplicada (Tabla 5). El rebrote
ocurri6 a partir de las yemas axilares desde donde crecieron nuevos macollos
producto de la ruptura de la dominancia apical, algunos con pigmentacién normal y
otros albinos (Figura 21). Aunque un nidmero mayor de plantas fueron controladas al

ir incrementando la dosis, el porcentaje de rebrote se mantuvo constante (Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentaje de plantas resistentes que, siendo controladas a los 15 dias post-
aplicacion de glifosato, rebrotaron a los 30 dias post-aplicacién (expresadas sobre el
total de plantas de la poblaciéon y sobre el total de plantas controladas). Se presentan
los valores medios (* intervalo de confianza del 95 %). Letras iguales indican
diferencias no significativas (P > 0,05).

Plantas que Plantas rebrotadas respecto

Tratamiento rebrotaron al total de plantas
(%) controladas (%)
0 g(ea) hat 0 (x0) -
360 g (ea) ha't 6 (¥3) 37 A
720 g (ea) ha't 17 (£2) 48 A
1440 g (ea) hat! 23 (¥2) 43 A
2880 g (ea) ha'l 25 (+4) 33 A

Por lo tanto, el porcentaje de rebrote fue independiente de la dosis de herbicida
y esto podria ser explicado por la variaciéon genética intrinseca de la poblaciéon
resistente. El dafio foliar provocado por el glifosato podria afectar el movimiento del
herbicida hacia érganos subterraneos, esto se reflejaria en un vigoroso rebrote desde
las yemas axilares. En concordancia, el glifosato presenta el fenémeno de
autolimitacion del traslado, condicionando una reduccion del proceso de transporte
debido a la toxicidad provocada en la planta (Lorraine-Colwill et al., 2003). Asi, pese a
incrementar la dosis de herbicida, las plantas que rebrotaron se mantuvieron

relativamente constantes respecto al total de plantas controladas.

Por otra parte, el glifosato también causa reducciones en la fijaciéon de COz y
limitaciones en el transporte de asimilados desde las hojas fuente, inhibiendo el
traslado del herbicida hacia tejidos meristematicos (Shaner, 2009). Resumiendo, el
transporte diferencial del herbicida podria explicar parcialmente el rebrote de las

plantas resistentes.

Estos casos donde el herbicida aparentemente controla ciertas plantas que
luego rebrotan a partir de yemas axilares, son considerados un nuevo tipo de
resistencia, llamada resistencia tipo fénix (Gressel, 2009). Este comportamiento, se ha

atribuido a mecanismos de resistencia relacionados a un transporte diferencial de
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glifosato como, también, a un incremento de 2 a 3 veces en los niveles de expresion de

la EPSPs (Dinelli et al., 2006; Dinelli et al., 2008).

Figura 21. Lolium perenne resistente a glifosato durante post-aplicaciéon del herbicida:
a) Plantas resistentes y susceptibles a los 20 dias post-aplicaciéon de 2880 g (ea) ha'l;
b) Rebrote “normal” a los 30 dias post-aplicaciéon de 1440 g (ea) ha'l; c¢) Rebrote
albino a los 30 dias post-aplicacion de 1440 g (ea) hal.

A partir de los resultados de los ensayos de dosis-respuesta, se encontré que el
IR se incrementa al progresar el ciclo de la planta. Estas evidencias son consistentes
con las presentadas por Christoffoleti et al. (2005) quienes, trabajando con Lolium
multiflorum, encuentran que el control de plantas resistentes con glifosato es menos

eficiente en estadios avanzados de crecimiento.

La resistencia a glifosato fue reportada en poblaciones australianas de Lolium
rigidum luego de 15 afios de uso de glifosato y en poblaciones chilenas de Lolium
multiflorum sometidas a 10 afios de presion con glifosato (Pérez y Kogan, 2003). Aqui
se presenta un caso de resistencia en ryegrass perenne en un lote tratado con
aplicaciones de glifosato durante 12 afios, periodo similar a los presentados
anteriormente. A priori no podria relacionarse exclusivamente la “apariciéon” de este
caso de resistencia a un unico factor causal como el continuo uso de glifosato. En ese
sentido, Ferraro y Ghersa (2013), modelando territorialmente los riesgos de

resistencia a glifosato en Sorghum halepense, incorporaron variables ecolégicas y de
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manejo como condicionantes del riesgo de resistencia para complementar los andlisis

tradicionales basados unicamente en el aspecto genético del proceso evolutivo.

Acumulacion de dcido shikimico en tejidos foliares de plantas tratadas con glifosato

Los niveles de shikimato detectados en laminas y vainas foliares, luego del
tratamiento con glifosato, difirieron entre plantas de ambas poblaciones (Figura 22).
A las 24 horas post-aplicacidn, se detect6 la acumulacidon de shikimato en laminas de
plantas susceptibles respecto a los valores basales (0 horas post-aplicacién). Luego de
48 horas de la aplicacion, la concentracion de shikimato se increment6 en vainas y no
difiri6 significativamente de los niveles registrados en laminas. A las 72 horas post-
aplicacion, las concentraciones de shikimato en laminas y vainas de plantas
susceptibles cuadruplicaron los valores basales. En tanto, las plantas resistentes no
presentaron incrementos significativos en la concentraciéon de shikimato durante el

periodo post-aplicacion en ninguno de los tejidos foliares evaluados (Figura 22).

En coincidencia con otras publicaciones realizadas en especies pertenecientes
al género Lolium, la acumulaciéon de shikimato es diferencial entre poblaciones de
distinta sensibilidad. Durante post-aplicacion, en todos los casos, los niveles de acido
shikimico en plantas resistentes son bajos, comparado a los biotipos susceptibles
(Perez-Jones et al, 2007; Ribeiro et al, 2008; Yu et al., 2009). Esto sugiere que la
determinacion de acido shikimico podria ser un indicador de la sensibilidad de la
planta al glifosato como ha sido propuesto en varios trabajos (Zelaya et al., 2004;

Shaner et al., 2005; Henry et al., 2007).
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Figura 22. Acumulacién de acido shikimico en ldminas y vainas de hojas de plantas de
la poblacién susceptible (S) y resistente (R) a distintas horas post-aplicacion de 1440
g (ea) ha'l de glifosato. Se representan los valores medios * 1 error estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) respecto a los valores
detectados a 0 horas post-aplicacidn.

Evaluacion de la relacion entre la acumulacion de shikimato y la sensibilidad a glifosato

en hojas incubadas in vitro

A partir del andlisis de los datos, la acumulaciéon de acido shikimico en hojas
cortadas e incubadas in vitro dependié (P < 0,001) de la interaccion entre la
sensibilidad de la planta y la dosis aplicada (Tabla 6). En funcion de esto, se
contrastaron los niveles de shikimato detectados en hojas de plantas susceptibles y
resistentes para cada dosis aplicada. Se encontr6 que sin el tratamiento con glifosato,
los niveles de shikimato no difieren significativamente entre plantas susceptibles y

resistentes (Figura 23). Sin embargo, ante la aplicacién de glifosato a dosis de 500,
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1500 y 3000 g (ea) ha'l se produjo una acumulacién de shikimato en hojas de plantas
susceptibles de entre 4 y 5 veces los valores de su testigo sin herbicida. Esos niveles
alcanzados, difirieron significativamente de los detectados en hojas de plantas
resistentes (Figura 23). En estas plantas, el shikimato acumulado no lleg6 al 50 % de

los valores encontrados en el correspondiente testigo (Figura 23).

Tabla 6. Efectos del nivel de sensibilidad (S/R, susceptible o resistente), las dosis (0,
500, 1500 o 3000 g (ea) ha'l) y la interaccion sobre la acumulacién de shikimato en
hojas incubadas in vitro.

Fuente de variacion GL cM SC P
S/R 1 6,110’ 6,110’ <0,001
Dosis 3 1,510’ 4,610’ <0,001
S/R x Dosis 3 110’ 310’ <0,001
Error 84 1,2 10° 110°

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el ensayo presentado
anteriormente, donde sin aplicar glifosato, tanto las ldminas como las vainas de las
hojas en plantas susceptibles y resistentes no muestran diferencias significativas. No
obstante, la aplicacion de glifosato increment6 hasta tres veces los niveles basales de

shikimato en las plantas susceptibles (Figura 22).

Los resultados de estos ensayos demuestran el valor de la medicién de acido
shikimico como metabolito bioindicador del efecto del glifosato en plantas
susceptibles. En este sentido, en varios trabajos se proponen distintos ensayos con el

fin de evaluar la sensibilidad de plantas a glifosato midiendo los niveles de shikimato.

Entre esas metodologias se incluye la cuantificacién de shikimato en plantas
tratadas con glifosato como se realiz6 en el experimento previo (ver “Acumulacion de
dcido shikimico en tejidos foliares de plantas tratadas con glifosato”). Alli se cuantifica
la acumulacién del mencionado metabolito en post-aplicacion de glifosato, utilizando
las dosis y los sistemas de aplicacién (equipos, volumen total aplicado, condiciones

ambientales) similares a los empleados a campo (Perez-Jones et al., 2007; Pline et al,,
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2002b; Singh y Shaner, 1998). Sin embargo, sobre estas metodologias se podrian
destacar ciertos inconvenientes cuando se las requiere emplear para la
caracterizacion de plantas en ciertos planes de investigacién. El principal
inconveniente es que son métodos destructivos, la planta evaluada es asperjada con
glifosato y, de ser sensible luego de la evaluaciéon de shikimato muere por efecto del
herbicida. Ademas, si no se recurre a técnicas de clonacién, la misma planta no puede

ser evaluada por mas de una formulacién simultaneamente sin interferencias.
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Figura 23. Concentracion de shikimato en hojas de plantas susceptibles y resistentes
tratadas con diferentes dosis de glifosato e incubadas in vitro durante 72 horas. Las
barras verticales representan los intervalos de confianza (95 %).

Por otra parte, los métodos de cuantificacion de shikimato en porciones de
hojas incubadas con glifosato (in vivo) se muestran como alternativas rapidas donde la
variante respecto a la metodologia anterior reside en que el tratamiento con herbicida
se realiza sobre partes de 6rganos (hojas) extraidos de la planta a evaluar (Shaner et
al, 2005). Se toman segmentos de hojas de plantas cultivadas en maceta o a campo, y
se sumergen en recipientes cerrados que contienen una solucién de determinada

concentracion de glifosato (de 4 a 500 pM) y luego de 16 a 23 horas de incubacién, se
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determina la concentracion de shikimato siguiendo el protocolo de Cromartie y Polge
(2000). Sin embargo, estos métodos son abstraidos del proceso de absorcién normal
del herbicida efectuado por la planta a campo. El desarrollo de procesos de evaluacién
in vitro, basados en tratamientos con glifosato soluble en un medio acuoso donde se
sumerge el tejido vegetal a analizar, pierde la capacidad de determinar el efecto de

diferentes formulaciones de glifosato, normalmente aplicadas a campo por aspersion.

En el experimento desarrollado en esta seccidn, se presenta una metodologia
innovadora que permite resolver los puntos criticos de otros protocolos. Por lo tanto,
el presente experimento podria sugerirse como un método factible para la evaluacion
de formulaciones de glifosato y/o de evaluacién de la sensibilidad de una planta al

herbicida sin provocar un dano al vegetal que impida cumplir con su ciclo de vida.

Ensayo de evaluacion a campo de un principio activo alternativo de diferente

mecanismo de accion respecto a glifosato

En un ensayo de dosis-respuesta a campo, se evalu6 la sensibilidad de la
poblacién problema a haloxifop. Este principio activo es un inhibidor de la enzima
acetil-coA carboxilasa, clave en la sintesis de lipidos pues participa catalizando la
formacioén de malonil-coA a partir de la descarboxilacion de acetil-coA (Burton et al,
1991). Los resultados mostraron que la dosis de haloxifop capaz de controlar en un 90
% el crecimiento de Lolium perenne resistente a glifosato fue de 87,7 g de ingrediente

activo hal (Figura 24).

El haloxifop es un herbicida sistémico que se une al dominio
carboxiltransferasa de la enzima acetil-CoA carboxilasa provocando cambios
conformacionales que reducen su actividad (Zhang et al, 2004). Asi se inhibe la
sintesis de lipidos y, presumiblemente, la biosintesis de fosfolipidos que constituyen
las membranas celulares, repercutiendo en el crecimiento de la planta (Senseman,
2007). En base a los resultados, se puede indicar que seria factible lograr un eficaz

control de Lolium perenne resistente a glifosato con el herbicida haloxifop-R-metil a
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dosis superiores a los 100 g de ingrediente activo hal. Comparativamente, este
principio activo ha sido recomendado para el control de Cynodon hirsutus resistente a
glifosato, alcanzando similares niveles de control a la dosis de 120 g de ingrediente

activo hal (Ustarroz et al., 2011).

A pesar de que haloxifop sea un herbicida alternativo eficaz, cabe destacar que
ante los antecedentes de la existencia de casos de resistencia a este principio activo en
poblaciones de Lolium spp. de Sudafrica, Australia y Chile (Espinoza y Zapata, 2000; Yu
et al, 2007; Heap, 2013), su empleo deberia realizarse al resguardo de las
recomendaciones de reduccién de riesgo de resistencia (Norsworthy et al., 2012). La
deteccion de una poblacién sudafricana de Lolium multiflorum con resistencia
multiple a glifosato, paraquat e inhibidores de ACCasa, entre ellos haloxifop (Yu et al.,
2007), advierte los riesgos de que el problema se complejice si no se toman los

recaudos necesarios.
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Figura 24. Efecto de diferentes dosis de haloxifop sobre la producciéon de biomasa
aérea (porcentaje respecto al testigo sin herbicida) en Lolium perenne resistente a
glifosato. Los simbolos indican los valores medios y las lineas las respuestas
predictivas. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la media. Se
muestra el modelo ajustado (P < 0,01).

Marcos Yanniccari — 2014

92



Bases fisioldgicas y bioquimicas de la resistencia — RESULTADOS Y DISCUSION

Bases fisiologicas y bioquimicas de la resistencia a

glifosato

Luego de confirmar la resistencia a glifosato de la poblaciéon problema de
Lolium perenne, se propuso evaluar las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas que
causarfan la baja sensibilidad a glifosato de los biotipos problema. Actualmente,
existen discrepancias respecto a los efectos téxicos que provoca este herbicida en las
plantas (Diaz Vivancos et al., 2011); cudles son efectos primarios y secundarios, y

cudles son los causales de la muerte del vegetal (Siehl, 1997).

Recientemente, los efectos del glifosato han sido estudiados empleando
abordajes moleculares asociados a la proteémica, comparaciones a nivel
transcripcional y seguimientos de perfiles metabolémicos (Ahsan et al., 2008), no
obstante el panorama de la secuencia de disturbios metabdlicos generados luego de la
inhibicién de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPs) ain no esta

clara (Orcaray et al., 2012).

Dentro de las particularidades del glifosato como potente herbicida, se destaca
la capacidad de ser trasladado hacia tejidos meristematicos y érganos subterraneos
(Shaner, 2009). El movimiento sistémico del herbicida hacia los destinos de activo
crecimiento, es determinado por el transporte de fotoasimilados (Bromilow et al.,
1990; Devine y Hall, 1990). A su vez, este proceso es dependiente de la tasa
fotosintética y de la demanda generada por los destinos (Medrano et al., 2008). La
capacidad de un destino de consumir asimilados estd determinada por su actividad

metabolica y esto condiciona la demanda de carbohidratos (Mengel y Kirkby, 2001).

Pese a su importancia, la relacion entre el glifosato, la sintesis de azlcares en
las hojas fuente y el transporte de asimilados ha sido poco abordada. Geiger y
Bestman (1990) han estudiado el efecto del glifosato sobre el metabolismo del
carbono, sosteniendo que las alteraciones provocadas inhiben el traslado de
asimilados y, conjuntamente, del herbicida. No estd totalmente dilucidado si los

efectos del herbicida sobre la disminucién del traslado de asimilados se debe a la
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inhibicién de la demanda de los tejidos en activo crecimiento, o bien la reduccién en la
actividad metabdlica es consecuencia de un limitado transporte de carbohidratos
desde las hojas fuente producto de la accién del glifosato. Trabajando con materiales
de Beta vulgaris L. de distinta sensibilidad a glifosato, Geiger y colaboradores (1999)
demostraron que en plantas resistentes no se reflejan alteraciones en el metabolismo
del carbono ni en el traslado asimilados, a diferencia de lo que ocurre en plantas

susceptibles.

A lo largo de este capitulo se pretende responder: ;Cémo afecta el glifosato a
los procesos fisiolégicos de crecimiento, fotosintesis y transporte de asimilados del
biotipo resistente y del susceptible hasta conducir a la muerte de la planta? ;Por qué
mueren las plantas susceptibles tratadas con glifosato? ;Por qué las plantas

resistentes sobreviven?

Efectos sobre el crecimiento

En los resultados del andlisis de la varianza se encontr6 que los efectos sobre
crecimiento fueron explicados por la interaccion triple Biotipo x Horas post-aplicacién
x Tratamiento (Tabla 7). Por lo tanto, la diferencia entre biotipos susceptible y
resistente estuvo condicionada por la aplicacion de glifosato y el momento de

evaluacion luego del tratamiento.

A las 25 horas post-aplicacion se registro la primera diferencia significativa en
el biotipo susceptible, entre plantas tratadas con glifosato y su control (Figura 25). En
ese momento, el herbicida provocé una disminucién del crecimiento del 58 %
respecto al testigo sin glifosato. Posteriormente, esta diferencia se mantuvo en forma
proporcional, en la medida que continud el crecimiento de las plantas y transcurrio6 el
tiempo post-aplicacién (Figura 25). En contraste, el biotipo resistente, en ningin
momento mostré diferencias significativas en el crecimiento provocadas por el

herbicida (Figura 25).
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Tabla 7. Efectos del biotipo (susceptible y resistente); horas post-aplicacion (4, 6, 9,
25, 30 y 50 horas); tratamiento (aplicacion de glifosato y control) y las interacciones

dobles y triple sobre el crecimiento.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 87,55 0,005
Horas post-aplicacion 5 1498,53 <0,001
Tratamiento 1 322,42 <0,001
Biotipo x Horas post-aplicacién 5 11,86 0,372
Biotipo x Tratamiento 1 209,35 <0,001
Horas post-aplicacion x Tratamiento 5 48,72 0,001
Biotipo x Horas post-aplicacién x Tratamiento 5 43,53 0,002

Error 96 10,9

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 25. Efecto del glifosato sobre el crecimiento longitudinal de hojas. a) Biotipo
susceptible control (SC) y tratado con glifosato (SG); b) Biotipo resistente control (RC)
y tratado con glifosato (RG). Se presentan los promedios # el error estandar de la
media. Los asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) entre el tratamiento

con glifosato y el respectivo control.

A partir de estos resultados, se sugiere que la inhibicion provocada por el

herbicida sobre el crecimiento del biotipo sensible es independiente de los efectos que

el glifosato induce sobre la parte aérea. En concordancia a esto, la caida en la tasa de

crecimiento podria explicarse por la inhibicion en la sintesis de aminoacidos
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aromaticos (Franz et al., 1997) que interferirian con la sintesis de enzimas necesarias

en el metabolismo de los tejidos meristematicos (Geiger y Bestman, 1990).

Al realizar el corte de la parte aérea, luego de la aplicacion de glifosato, se
elimind el efecto del herbicida sobre la fijacion de CO: y traslado de carbohidratos. En
estas condiciones, como se describi6 previamente, se detectaron diferencias en el
crecimiento entre plantas sensibles tratadas con el herbicida y sus controles. En el
presente trabajo, se demuestra que al menos en el tiempo post-aplicacion evaluado, la
inhibicién del crecimiento no es dependiente de la inhibicién de la fotosintesis y del
traslado de fotoasimilados. Estos resultados se corresponden con el trabajo de El-
Tayeb y Zaki (2009) que comunicaron el efecto inhibitorio del glifosato sobre la
division celular de tejidos meristematicos de raicillas de semillas en germinacién de
Vicia faba, siendo independientes de los efectos del herbicida sobre la fotosintesis.
Previamente esta inhibicién habia sido observada sobre semillas en germinacién de

Lolium spp. (Perez Jones et al., 2007).

El crecimiento en el biotipo resistente no es inhibido por efecto del glifosato,
tanto los mecanismos dependientes de la enzima blanco (Wakelin y Preston, 2006a;
Salas et al., 2012), como la limitacion del traslado del herbicida podrian estar puestos
en juego (Shaner, 2009). Recientemente, Roso y Vidal (2010) sugirieron la posibilidad
de que fosfato-transportadores estén implicados en mecanismos de reducida
translocacion o vacuolizacion de glifosato. En cualquier caso, se espera que el efecto
del herbicida sobre la actividad meristematica sea reducido o nulo en plantas

resistentes como ha ocurrido en estos materiales.

Efectos sobre la acumulacién de aziicares libres
Determinacion de aztcares totales

A partir del anadlisis de la varianza se detectaron interacciones dobles de
significancia estadistica. Los biotipos interactuaron con el tratamiento mostrando

diferencias en la acumulacion de azucares totales (Tabla 8). En el mismo sentido, la
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concentracion de azucares totales vari6 significativamente por el efecto del

tratamiento con glifosato, en interaccion con los dias post-aplicacion (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente), los
dias post-aplicacion (1, 2, 3 y 5 dias), el tratamiento (aplicacidn de glifosato y control)
y las interacciones dobles y triple sobre la acumulacién de azudcares totales libres en
hojas.

Fuente de variacion GL CM P
Biotipo 1 1,792 107 0,114
Dias post-aplicacién 3 3,225 108 <0,001
Tratamiento 1 5,109 108 <0,001
Biotipo x Dias post-aplicacién 3 2,250 107 0,029
Biotipo x Tratamiento 1 1,473 108 <0,001
Dias post-aplicacién x Tratamiento 3 1,964 107 0,047
Biotipo x Dias post-aplicacion x Tratamiento 3 8,176 10¢ 0,429

Error 48 6,853 10¢

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Luego de un dia de realizada la aplicacién se hallaron diferencias significativas
(P < 0,05) entre plantas del biotipo susceptible tratadas con glifosato y sus controles,
mostrando una tendencia al incremento de azicares totales libres producto de la
aplicacion del herbicida. Posteriormente, a dos dias post-aplicacion y en las
determinaciones consecutivas, el incremento de azucares totales en hoja se acentu6
bajo el tratamiento con glifosato difiriendo significativamente del control (P < 0,05)
(Figura 26a). El glifosato incrementé la concentracién de azucares totales en el
biotipo susceptible en un 90 % a un dia post-aplicacién, posteriormente esta
diferencia fue de 124 %, 180 % y 100 % a 2, 3 y 5 dias post-aplicacion
respectivamente (Figura 26a). Estos resultados se corresponden con la acumulacién
de azucares totales producto del tratamiento con glifosato detectada por Ulanov et al.
(2009) en tejidos de Zea mays cultivados in vitro. Esas experiencias indicaron que los
principales carbohidratos responsables de los elevados tenores de azlcares totales

son sacarosa, glucosa, sorbosa, fructosa y galactosa.
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En base a los resultados presentados, el aumento en los niveles de azuicares
libres podria ser una respuesta a la disminucién en la tasa del crecimiento mostrada
en el experimento anterior. Esta discusion ha sido previamente planteada por Geiger y
Bestman (1990) donde, tratando el problema de la “auto-limitaciéon” del traslado de
glifosato, sostienen la posible relaciéon entre la caida en la demanda de sacarosa,
debido a la disminucién de la sintesis proteica en tejidos en crecimiento, y sus efectos

sobre la disminucién del traslado del herbicida.
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Figura 26. Acumulacién de azucares totales libres en la tultima hoja expandida
expresada sobre peso fresco (PF) en funcidon de los dias post-aplicacion: a) Biotipo
susceptible control sin herbicida (SC) y tratado con glifosato (SG); b) Biotipo
resistente control sin herbicida (RC) y tratado con glifosato (RG). Se muestran los
valores promedio * el error estdndar de la media. Los asteriscos indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con glifosato y el respectivo control.

En el biotipo resistente, el glifosato provocé el incremento de azuicares totales
libres en hoja pero esas diferencias no resultaron ser significativas en ninguna
determinacion post-aplicacion (P > 0,05) (Figura 26b). Mengel y Kirkby (2001)
indicaron que la demanda de azucares de un destino esta condicionada por su
actividad metabdlica. En concordancia a la discusién planteada, los efectos del

glifosato sobre la acumulaciéon de carbohidratos totales no serian detectados en
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plantas resistentes, debido a que el mecanismo de resistencia puesto en juego le
permitiria mantener la tasa de crecimiento y no alterar la demanda de azucares en las

fuentes.

Determinacion de azicares reductores

Se detecto que la interaccidn triple entre las tres fuentes de variacion (Biotipo x
Dias post-aplicacion x Tratamiento) fue significativa (Tabla 9). Desde la primera
evaluacion, a un dia de realizada la aplicacién, se detecté un aumento de aztcares
reductores en hojas del biotipo susceptible producto del tratamiento con glifosato
pero no resultd significativo (P > 0,05). A partir de los dos dias post-aplicacién, la
concentracion de azucares reductores fue afectada significativamente por el herbicida
respecto al control (Figura 27a). Esos incrementos de azicares reductores fueron, en
promedio, de 130 % (* 50 % de desvio estandar) los valores de las plantas control.
Los resultados de Ulanov et al. (2009) antes citados, respecto a la acumulacién de
azucares reductores como glucosa, sorbosa, fructosa y galactosa en respuesta al

glifosato, concuerdan con los presentados.

Tabla 9. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente), los
dias post-aplicacién (1, 2, 3 y 5 dias), el tratamiento (aplicacion de glifosato y control)
y las interacciones dobles y triple sobre la acumulacion de azucares reductores libres
en hojas.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 1,886 107 0,003
Dias post-aplicacién 3 5,424 107 <0,001
Tratamiento 1 8,300 107 <0,001
Biotipo x Dias post-aplicacién 3 9,863 10° 0,004
Biotipo x Tratamiento 1 5,926 107 <0,001
Dias post-aplicacién x Tratamiento 3 6,201 10¢ 0,036
Biotipo x Dias post-aplicacién x Tratamiento 3 6,439 10¢ 0,031

Error 48 2,013 106

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Contrastando con los resultados del biotipo susceptible, las plantas resistentes
no mostraron incrementos significativos en los niveles de azicares reductores
producto de la aplicaciéon del herbicida (Figura 27b). Anteriormente, Pline et al.
(2002a) evaluaron el efecto del glifosato sobre la acumulacion de fructosa y glucosa
en hojas de algodon resistente al herbicida y, consistentemente a los resultados aqui
presentados, no detectaron diferencias entre plantas tratadas y los controles sin
herbicida. Los resultados de la determinacion de azucares reductores, se condicen
con los antes discutidos en referencia a la acumulacion de azucares totales y su

relacion con la insensibilidad a glifosato de los tejidos en crecimiento.
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Figura 27. Acumulacion de azucares reductores libres en la ultima hoja expandida
expresada sobre peso fresco (PF) en funcidon de los dias post-aplicacion: a) Biotipo
susceptible control sin herbicida (SC) y tratado con glifosato (SG); b) Biotipo
resistente control sin herbicida (RC) y tratado con glifosato (RG). Se muestran los
valores promedio * el error estandar de la media. Los asteriscos indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con glifosato y el respectivo control.

Estimacion de azucares no reductores

El analisis de la varianza mostr6 que la interaccion entre los biotipos y los

tratamientos explica la variacion de azicares no reductores (P < 0,05). A esta fuente
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de variacion se le agrega el efecto aditivo de los dias post-aplicacién (P < 0,001) (Tabla

10).

Tabla 10. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente),
los dias post-aplicacion (1, 2, 3 y 5 dias), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y
control) y las interacciones dobles y triple sobre la acumulacién de azicares no
reductores libres en hojas.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 2,842 105 0,797
Dias post-aplicacién 3 1,107 108 <0,001
Tratamiento 1 1,668 108 <0,001
Biotipo x Dias post-aplicacién 3 2,954 106 0,838
Biotipo x Tratamiento 1 1,933 107 0,038
Dias post-aplicacién x Tratamiento 3 2,954 10¢ 0,562
Biotipo x Dias post-aplicacién x Tratamiento 3 4,407 10° 0,388

Error 48 4,285 10°

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

En el biotipo susceptible el glifosato afectd significativamente los niveles de
azucares no reductores desde los dos dias post-aplicacion en adelante (Figura 28a). El
herbicida provocé un incremento en la acumulacion del 90 % de estos carbohidratos,

en promedio para todos los dias post-aplicacién.

Considerando el biotipo resistente, el glifosato frente a los controles sélo
provoco diferencias significativas a los cinco dias post-aplicacion (Figura 28b). En esa
evaluacion, el efecto del herbicida caus6 un incremento de azucares no reductores del
45 %. Esta diferencia no se reflej6 en las determinaciones realizadas sobre aztcares
reductores, sugiriendo que el glifosato podria provocar una disminucién de la
demanda de sacarosa desde distintos 6rganos. Este efecto seria relativamente tardio,
comparado con plantas susceptibles y no altera significativamente la sintesis de
monosacaridos. En este sentido, existen antecedentes de Su et al. (1992) quienes

reportaron que el glifosato reduce significativamente la actividad de enzimas
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invertasas 4acidas, responsables de la hidrolisis de sacarosa, conduciendo a un

incremento de los tenores de este disacarido.
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Figura 28. Acumulacién de aztcares no reductores libres en la ultima hoja expandida
expresada sobre peso fresco (PF) en funcién de los dias post-aplicacién: a) Biotipo
susceptible control sin herbicida (SC) y tratado con glifosato (SG); b) Biotipo
resistente control sin herbicida (RC) y tratado con glifosato (RG). Se muestran los
valores promedio * el error estdndar de la media. Los asteriscos indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con glifosato y el respectivo control.

Efectos del glifosato en el traslado de asimilados
Patrén de absorcion de glucosa y transporte de C1#

Desde la siembra de glucosa-C!4, la absorcidn se incrementé progresivamente
en las dos poblaciones sin diferencias significativas en el perfil de absorcion (Tabla
11). Por lo tanto, los datos registrados en la poblacidon resistente a glifosato y
susceptible, fueron agrupados para su analisis debido a que no presentaron
diferencias significativas. A las 24 horas post-marcacion, aproximadamente el 75 % de
la glucosa fue absorbida por las plantas de ambas poblaciones (Figura 29). Luego de
este tiempo, no se registraron cambios significativos en el porcentaje de absorcién de

glucosa. Esto sugiere que la sensibilidad diferencial al glifosato no estaria asociada a
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barreras inespecificas condicionantes de una absorcién diferencial entre poblaciones.
De Prado et al. (2005) encontraron variacién en la acumulacién de ceras por area de
superficie cuticular entre biotipos de Lolium rigidum resistente y susceptible a
diclofop-metil. Estos autores sugieren que la elevada densidad de ceras epicuticulares
detectada en las hojas de plantas resistentes podria ser una barrera hidrofébica
adicional para la difusién de pesticidas y esto podria ser la causa de una deficiente

penetracion de diclofop-metil en el meséfilo de las hojas del biotipo resistente.

Tabla 11. Analisis de la varianza de los efectos del tiempo post-marcacién (3, 6, 12, 24
y 72 horas), la poblacién (susceptible y resistente) y la interaccién sobre la absorcién
de glucosa-C14.

Fuente de variacién GL M P
Tiempo post-marcacion 4 0,375 0,01
Poblacion 1 0,049 0,45
Tiempo post-marcacién*Poblacion 4 0,034 0,81
Error 30 0,092

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

El C14 total exportado desde la hoja marcada progresé mostrando diferencias
significativas a lo largo del tiempo post-marcacién, sin embargo este parametro no
varié entre la poblaciéon susceptible y la resistente (Tabla 12 y Figura 29).
Considerando el patrén de traslado de asimilados, ambas poblaciones exportaron
cantidades similares de C1# a los mismos destinos, aunque los diferentes érganos
evaluados, entre si mostraron diferencias altamente significativas (Tabla 13) como
destinos de C14 (Tabla 14). Asimismo, a lo largo del tiempo post-marcacion estudiado,

las cantidades de C1# exportado difirieron significativamente (Tabla 13 y Tabla 14).

Marcos Yanniccari — 2014

103



Bases fisioldgicas y bioquimicas de la resistencia — RESULTADOS Y DISCUSION

o

1004

o

—
[}
1

M
n
1

' absorbido (%)
[y}
[
1

a o
T T

a d
: a I}H:F‘
D |}|I|£| 1 I
3 B 12 24 72

Horas post-marcacion

Figura 29. Evolucién de la absorciéon de glucosa-C* de hojas de una poblacién de
Lolium perenne susceptible (SP) y resistente a glifosato (RP) durante el periodo post-
marcacion. Los valores son expresados como porcentaje del total de glucosa-Cl4
aplicada. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la media. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

Tabla 12. Analisis de la varianza de los efectos del tiempo post-marcacion (3, 6, 12, 24
y 72 horas), la poblaciéon (susceptible y resistente) y la interacciéon sobre la
exportacion de C1#4 desde la hoja marcada.

Fuente de variacion GL M P
Tiempo post-marcacién 4 0,131 0,04
Poblacion 1 0,055 0,30
Tiempo post-marcacién*Poblacién 4 0,091 0,16
Error 30 0,047

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Tabla 13. Anadlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), los destinos (hojas no expandidas del macollo marcado y meristema
apical, hojas expandidas, macollos y raices), el tiempo post-marcacion (3, 6, 12, 24 y
72 horas) y sus interacciones sobre el C1# exportado desde la hoja marcada.

Fuente de variacion GL M P
Poblaciéon 1 0,026 0,53
Destino 1,323 <0,001
Tiempo post-marcaciéon 4 0,012 0,94
Poblacion*Destino 0,094 0,24
Destino*Tiempo post-marcacion 12 0,143 0,04
Poblacién*Tiempo post-marcacion 4 0,029 0,77
Poblacién*Destino*Tiempo post-marcacion 12 0,056 0,59
Error 40 0,064

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

A medida que la absorcién de glucosa progresd, se observaron diferencias

significativas entre destinos. Luego de tres horas de realizada la siembra de glucosa-

C14, las hojas expandidas del macollo tratado fue un fuerte destino conjuntamente con

otros organos (Tabla 14). Sin embargo, luego de 6 horas post-marcacion, las hojas

expandidas del macollo marcado perdieron importancia como destino y las hojas no

expandidas y el apice meristematico resultaron ser el principal destino del C!4

exportado (Tabla 14).
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Tabla 14. Exportacion de C1* desde la hoja marcada a los diferentes destinos durante
el periodo post-marcaciéon en la poblacién de Lolium perenne susceptible (SP) y
resistente a glifosato (RP). Los valores son expresados como porcentaje del C14
exportado de la hoja marcada # 1 error estandar de la media. Letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05).

Horas post-marcacién
Destinos

3 6 12 24 72

Hoi . SP 234+72 ab 96+26b 28+08 c 42+13 b 2212 b
ojas expandidas del

macollo marcado RP 19,5437 ab 88+60b 25+11 ¢ 39+10 b 3420 b

. . . SP 343+10,0 a 499+98 a 564+148a 424+13,1a 42,2+13,7a
Hojas no expandidas y meristema

apical del macollomarcado  pp 449+50 a 523+90a 668+157a 363+12,1a 463+148a

SP 89%+22 b 116+41b 101+35 bc 116+24 b 135+74 b

Raices
RP 58+06 b 86+32b 88+42bc 91+21 b 119+54 b

SP 334+80 a 289%64ab 30,7+13,6b 41,8+16,8a 42,1+183a

Macollos
RP 29,8+50 a 30,3+9,1ab 21,9+13,3bc 50,7+12,5a 38,4+14,0a

Estos resultados muestran que la cantidad de C!* absorbido y transportado
alcanzd su maximo a las 24 horas de realizada la marcacién. Consecuentemente, los
efectos del glifosato sobre la exportacion de C1# fueron evaluados a las 24 horas de

realizada la siembra de glucosa-C14.

Absorcion de glucosa y localizacion de C'# luego del tratamiento con glifosato

Bajo el tratamiento con glifosato, entre poblaciones no se hallaron diferencias
significativas en la absorcion de glucosa (Tabla 15). En ambos casos, el glifosato no
altero la absorcién de glucosa en plantas tratadas en comparacion con los controles

sin herbicida (Figura 30).
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Tabla 15. Andlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicacién de glifosato y control), los dias post-aplicacion
(1,3 y 6) y sus interacciones sobre la absorcion de glucosa-C14.

Fuente de variacion GL M P
Poblaciéon 1 0,001 0,83
Tratamiento 1 0,019 0,44
Dia post-aplicaciéon 2 0,012 0,66
Poblacién*Dia post-aplicacién 2 <0,001 0,99
Poblacion*Tratamiento 1 0,016 0,47
Dia post-aplicaciéon*Tratamiento 2 0,031 0,37
Poblacién*Dia post-aplicacion*Tratamiento 2 0,001 0,95

Error 12 0,028
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 30. Glucosa-C1# absorbida por la poblacion de Lolium perenne susceptible (SP)
y resistente a glifosato (RP) luego del tratamiento con glifosato y control (sin
herbicida) a 1, 3 y 6 dias post-aplicacion. Los valores son expresados como porcentaje
de la glucosa-C1# aplicada. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la
media.
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El C14 trasladado desde la hoja marcada, mostré diferencias significativas entre
tratamientos (control versus glifosato) independientemente del tiempo post-
aplicacion (Tabla 16). En consecuencia, los datos correspondientes a los distintos dias
post-aplicacién fueron agrupados para su analisis por no presentar diferencias

significativas entre ellos (Tabla 16).

Tabla 16. Andlisis de la varianza de los efectos de la poblacién (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicacion de glifosato y control), los dias post-aplicacion
(1, 3y 6) y sus interacciones sobre la exportacion de C14 desde la hoja marcada.

Fuente de variacion GL M P
Poblacion 1 0,001 0,80
Tratamiento 1 0,133 0,01
Dia post-aplicacion 2 0,009 0,63
Poblacién*Dia post-aplicacion 2 0,019 0,39
Poblacién*Tratamiento 1 0,126 0,02
Dia post-aplicacion*Tratamiento 2 0,029 0,25
Poblacién*Dia post-aplicacién*Tratamiento 2 0,010 0,61

Error 12 0,018

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

La interaccion entre la poblacion y el tratamiento mostré diferencias
significativas (Tabla 16). En este sentido, en la poblacion susceptible el traslado de
asimilados disminuyo6 luego de la aplicacion de glifosato mientras que en la poblacion

resistente no se observaron diferencias significativas (Figura 31).
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Figura 31. Exportacion de C1# desde la hoja marcada bajo tratamiento con glifosato y
sin tratamiento herbicida (control) en las poblaciones de Lolium perenne susceptible y
resistente a glifosato. Los valores son expresados como porcentaje del C1# total
absorbido. Las barras verticales indican el error estandar de la media. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

Considerando la exportacién de C1# a los diferentes destinos, la interaccion
Poblacién x Destino x Tratamiento resultd ser altamente significativa (Tabla 17)
indicando diferencias en el traslado de asimilados hacia los distintos destinos de la
poblacion susceptible y la resistente luego de la aplicacion del herbicida. Los dias
post-aplicaciéon en los cuales se realizaron las determinaciones no presentaron
diferencias significativas, tanto al considerarlo factor principal como en interaccion
con otras fuentes de variacion (Tabla 17). Por esa razoén, los datos fueron agrupados

para su analisis sin considerar esa fuente de variacion.
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Tabla 17. Anadlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), el destino (zona marcada, resto de hoja marcada, hojas no expandidas y
apice del macollo marcado, hojas expandidas, macollos y raices) el tratamiento
(aplicacion de glifosato y control), los dias post-aplicacion (1, 3 y 6) y sus
interacciones sobre la localizacién del C1* exportado desde la hoja marcada.

Fuente de variacion GL cM P
Poblacion 1 0,005 0,49
Destino 5 2,857 <0,001
Tratamiento 1 0,004 0,55
Dia post-aplicacion 2 0,006 0,58
Poblacion*Destino 5 0,009 0,53
Poblaciéon*Tratamiento 1 0,005 0,49
Destino*Tratamiento 5 0,096 <0,001
Poblacién*Dia post-aplicacion 2 0,002 0,83
Destino*Dia post-aplicacion 10 0,020 0,16
Tratamiento*Dia post-aplicacion 2 0,002 0,383
Poblaciéon*Destino*Tratamiento 5 0,046 <0,01
Poblaciéon*Destino*Dia post-aplicaciéon 10 0,009 0,67
Poblacion*Tratamiento*Dia post-aplicacion 2 0,002 0,83
Destino*Dia post-aplicacion*Tratamiento 10 0,015 0,20
Poblacién*Destino*Dia post-aplicacién*Tratamiento 10 0,005 0,91
Error 216 0.011

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Las plantas susceptibles tratadas con glifosato mostraron una retencion 57 %
mayor de Cl# en el area marcada comparado a sus controles (Figura 32a). Esta
retencion provoco un patron diferente de exportacion de asimilados, respecto a los
controles. La inhibicion del traslado de C!* no afect6é a todos los destinos
proporcionalmente. Los principales destinos afectados fueron las hojas no expandidas
y el apice meristematico del macollo marcado, donde la limitacion en el traslado de C14

fue un 60 % menor que en los controles (Figura 32a).
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Figura 32. Efecto del glifosato sobre el C1# trasladado hacia diferentes destinos en la
poblacion de Lolium perenne susceptible (a) y resistente a glifosato (b). Los valores
son expresados como porcentaje del C1# total exportado desde la hoja marcada. Las
barras verticales representan el error estdndar de la media. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0,05).

En varios trabajos se han hallado correlaciones positivas entre el traslado de
glifosato y el traslado de asimilados desde 6rganos fuente a destinos (Gougler y
Geiger, 1981; Martin y Edgington, 1981; Shieh et al., 1993). Esto indicaria que el
transporte de glifosato podria estar condicionado al metabolismo de fotoasimilados,
induciendo efectos de auto-limitacion del traslado del herbicida en la planta. Varios
factores podrian ser los responsables del proceso de auto-limitacién en la movilidad.
De acuerdo a Geiger y Bestman (1990), el glifosato parece limitar su transporte via
floema por alguna de las siguientes alternativas: a) inhibir la fijacién de COz lo cual
limita la disponibilidad de asimilados; b) detener la sintesis de almidon y alterar la
regulacion del metabolismo del carbono entre las rutas de biosintesis de almidon y de

acido shikimico en cloroplastos, esto limita la cantidad de carbono asimilado
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disponible para la exportacién durante la noche o en momentos de baja fotosintesis;
c) limitar el uso de las reservas de almidén para mantener la exportacion de sacarosa
a la noche y durante periodos de bajas tasas de fotosintesis; d) dafiar la integridad de
los tejidos involucrados en la conducciéon de asimilados y e) reducir el flujo de
sacarosa a lo largo de la ruta de exportacion y por inhibir la descarga del disacarido o

inhibir la sintesis de proteinas en los tejidos en crecimiento.

En el presente trabajo los resultados indican que la inhibicién en el traslado de
asimilados se detect6 principalmente en hojas no expandidas y meristemas apicales
resultando ser los destinos mas afectados (Figura 32a). Ante esos efectos, el perfil de
traslado muestra que no existié un desvio de asimilados hacia otros érganos y, por lo
tanto, la inhibicién de la exportaciéon fue debida a una acumulaciéon de C4 en el area
marcada. Consecuentemente, la limitaciéon de la demanda de asimilados desde hojas
no expandidas y apice no estuvo asociada a un incremento del C14 en el algliin otro

destino competitivo como raices, macollos y hojas expandidas (Figura 32a).

La importancia de un destino, evaluada en términos de demanda relativa de
asimilados, es condicionada por su actividad metabédlica (Mengel y Kirkby, 2001).
Pline y colaboradores (2002a) encontraron que el glifosato inhibe la divisidn celular
de meristemas radicales tratados con el herbicida. Si bien el mecanismo por el cual el
glifosato ingresa a la célula atn esta en discusion, ciertas evidencias hacen pensar que
estan involucrados fosfato-transportadores y un sistema pasivo de flujo masal
(Shaner, 2009). También, Roso y Vidal (2010) sugirieron que los fosfato-
transportadores pueden tener un importante rol en el movimiento de glifosato a
través de las membranas. Cualquier efecto negativo del glifosato sobre los fosfato-
transportadores podria condicionar indirectamente el transporte de asimilados hacia
destinos en activo crecimiento, debido a que la funcién de esas proteinas
transportadoras es esencial para el crecimiento celular y este proceso esta

relacionado directamente a la demanda de asimilados.

El transporte sistémico de herbicidas depende de la produccién de sacarosa en

los 6rganos fuente donde los fotoasimilados son cargados al floema (Devine y Hall,
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1990). En coincidencia, los presentes resultados indican que los efectos del glifosato
sobre su auto-limitacién del transporte podria ser causada por la inhibicién en el

movimiento de asimilados registrado en plantas susceptibles de Lolium perenne.

El glifosato no afect6 el patron de transporte de C14 en la poblacion resistente
(Figura 32b). Estos resultados son consistentes con los comunicados por Lorraine-
Colwill et al. (2003), quienes sugirieron que las plantas susceptibles podrian sufrir
limitaciones en el traslado del herbicida y que esto no deberia ocurrir en plantas sin

efectos fitotéxicos evidentes.

Liberacién de C'* desde la raices luego del tratamiento con glifosato

A partir del andlisis de la varianza, se encontré que el C1# liberado desde las
raices fue afectado por la aplicaciéon de glifosato en forma altamente significativa

dependiendo de las poblaciones estudiadas (Tabla 18).

Tabla 18. Anadlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y control) y el tiempo post-
aplicacion (3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas) y sus interacciones sobre la liberaciéon de C14
desde las raices.

Fuente de variacion GL M P

Poblacion 1 <110° 0,92
Tratamiento 1 8,810+ <0,001
Tiempo post-aplicacion 5 9,8 104 <0,001
Poblacion*Tratamiento 1 2,810+4 <0,01

Poblacion* Tiempo post-aplicacién 5 2,2105 0,59
Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 5 1,510+ <0,01

Poblacién*Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 5 4,1105 0,24

Error 72 3103
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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El C14 detectado en la solucién nutritiva, debido a la difusién de exudados
radicales y a la respiracion de las raices, disminuyo6 significativamente con el
tratamiento con glifosato en plantas susceptibles desde las 24 horas post-aplicacion
en adelante (Figura 33a). En ese momento, el C1# liberado decreci6 en un 67 %
comparado con el control sin herbicida. Desde entonces, esta relaciéon entre ambos
tratamientos se mantuvo constante a lo largo del periodo en evaluacion (Figura 33a).
Estos resultados concuerdan con la inhibiciéon del movimiento de C1#4 bajo efecto de
glifosato en la poblacidon susceptible como muestran los resultados presentados

previamente.

El glifosato no provocé diferencias significativas en la liberaciéon de C1# desde
las raices en la poblaciéon resistente, comparativamente al tratamiento control (Figura
33b). Hale et al. (1971) indicaron que algunos compuestos aplicados foliarmente son
transportados no s6lo desde los tallos hacia las raices, sino que también son liberados
al medio de cultivo. Garcia et al. (2001) muestran que la exudaciéon radical esta
correlacionada positivamente con el crecimiento de las raices y, consecuentemente y
de acuerdo a los presentes resultados, un activo crecimiento del sistema radicular

segrega mas exudados.

Varios trabajos abordaron los efectos de herbicidas sobre la exudacion radical
de los principios activos no metabolizados tanto en ryegrass como en otras especies
(Dinelli et al, 2007; Lorraine-Colwill et al, 2003; Nissen et al., 1994; Coupland y
Caseley, 1979). Sin embargo, en el presente trabajo se demostr6 por primera vez que
la glucosa o sus metabolitos liberados por las raices son inhibidos por el glifosato en

una planta susceptible.

Numerosos estudios muestran que cambios en la demanda de asimilados
resultan en una alteracién en la particion de carbono entre su acumulacién como
reserva y su exportacion hacia otros destinos, o bien con modificaciones de las tasas
de fotosintesis, o ambos efectos (Wardlaw, 1990). Los resultados presentados aqui

confirman que el glifosato reduce el traslado de asimilados y afecta su patrén de
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exportacién en la poblacién susceptible. En contraste, el herbicida no afecté el

transporte de asimilados en las plantas de Lolium perenne resistentes a glifosato.

a b

. Control - Control
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Figura 33. C14 liberado desde las raices en la poblacién de Lolium perenne susceptible
(a) y resistente a glifosato (b) bajo tratamiento con glifosato y sin herbicida (control).
Los valores son expresados como porcentaje del C1# absorbido por la hoja marcada.
Las barras verticales representan * 1 error estandar de la media. Los asteriscos
indican diferencias significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con glifosato y el
respectivo control.

Efectos del glifosato sobre la fotosintesis

La fotosintesis no parece ser el blanco primario de inhibicion del glifosato, sin
embargo algunas evidencias indican que este proceso es afectado por el herbicida
(Madsen et al., 1995). El glifosato produce una rapida y continua limitacién de la
asimilaciéon de CO; en plantas susceptibles (Geiger et al.,, 1986; Diaz Vivancos et al.,
2011). Ademas, la merma de intermediarios del ciclo de reduccién del carbono ha sido

observada rapidamente luego de la aplicacidn de glifosato (Servaites et al., 1987).

Esos efectos pueden ser una consecuencia de la desregulacion del flujo de

carbono hacia la ruta del acido shikimico debido a la inhibicién de la EPSPs “aguas
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abajo” y a su rol regulador de la primera enzima de la ruta (Siehl, 1997). Sin embargo,
otros autores han argumentado que el cierre estomatico es un importante factor que

contribuye a la depresidn de la asimilacion de CO: (Zobiole et al., 2010).

Debido a las discrepancias entre los diversos autores y ante los resultados
presentados previamente, se intentd determinar los efectos del glifosato sobre la
fotosintesis, tanto durante la etapa bioquimica como luminica, comparando un biotipo

de Lolium perenne susceptible y otro resistente a glifosato.

Efectos del glifosato sobre la etapa bioquimica de la fotosintesis: intercambio gaseoso

foliar durante post-aplicacion del herbicida

Al analizar el efecto del glifosato sobre la asimilacién de carbono a saturacion
luminica (Asat) no se detectd significancia estadistica en el efecto de la interaccion
triple entre el biotipo (susceptible y resistente), el tratamiento (glifosato y control) y
los dias post-aplicacion (1, 2, 3, 5y 7) (P = 0,89). Por lo tanto, los biotipos fueron
analizados separadamente comparando la Ass: de plantas tratadas con glifosato
respecto a sus controles sin herbicida a lo largo del periodo post-aplicacion

considerado (Tabla 19).

Los valores de Asa registrados en el biotipo susceptible dependieron
significativamente de los efectos de la interaccion Tratamiento x Tiempo post-
aplicacién (Tabla 19). La asimilacion de carbono a saturacion luminica registrada en el
biotipo susceptible no fue afectada significativamente antes de los dos dias post-
aplicacion de glifosato. Las plantas tratadas con el herbicida mostraron una
disminucién del 25 % en los valores de Asa, comparado con sus controles a los dos
dias de realizado el tratamiento (Figura 34a). Seguidamente, la tasa fotosintética fue
reducida en un 44 % por el glifosato a los 7 dias post-aplicaciéon (Figura 34a). En
contraste, la Asac no se vio afectada significativamente por el glifosato en el biotipo

resistente hasta los 7 dias de realizada la aplicacion (Tabla 19 y Figura 34b).
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Tabla 19. Anadlisis de la varianza de los efectos del tratamiento (aplicacién de
glifosato y control) y el tiempo post-aplicaciéon (1, 2, 3, 5y 7 dias) y sus interacciones

sobre la tasa fotosintética a saturacion luminica del biotipo susceptible y resistente a
glifosato.

Fuente de variacién Susceptible Resistente
GL CM P GL cM P
Tratamiento 1 161,99 <0,001 1 3,13 0,562
Tiempo post-aplicacién 4 83,73 <0,001 4 22,13 0,062
Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 4 15,97 0,012 4 3,54 0,818
Error 40 4,65 40 9,21

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 34. Evolucion de la tasa fotosintética a saturacidon luminica (Asat) del biotipo
susceptible (a) y resistente (b) luego de la aplicacion de glifosato y del tratamiento
control sin herbicida. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la

media. Los asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) entre el tratamiento
con glifosato y el respectivo control.

Al evaluar la conductancia estomatica (gs), el analisis de la varianza indic6é que
no existen efectos significativos de la interaccion Biotipo x Tratamiento x Tiempo post-
aplicaciéon sobre ese parametro (P = 0,50). En tanto, se realizaron analisis de la
varianza para cada poblaciéon comparando las plantas tratadas con glifosato frente a

sus controles sin herbicida durante post-aplicacion (Tabla 20).
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Tabla 20. Anadlisis de la varianza de los efectos del tratamiento (aplicacién de
glifosato y control) y el tiempo post-aplicacion (1, 2, 3, 5y 7 dias) y sus interacciones
sobre la conductancia estomatica del biotipo susceptible y resistente a glifosato.

Fuente de variacién Susceptible Resistente
GL M P GL cM P
Tratamiento 1 21008 <0,001 1 7158 0,012
Tiempo post-aplicacion 4 2408 0,004 4 4793 0,004
Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 4 133 0,91 4 2740 0,048
Error 40 545 40 1042

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Para los dos biotipos evaluados, el comportamiento de la gs fue explicado
significativamente por el efecto de la interaccion entre el tratamiento y el tiempo post-
aplicacion (Tabla 20). En este sentido, a los dos dias del tratamiento, la conductancia
estomatica del biotipo susceptible fue inhibida significativamente por el herbicida en
un 30 %, comparado con sus controles (Figura 35a). Posteriormente, la gs decreci6
paulatinamente hasta llegar a verse reducida en un 55 % a los 7 dias post-aplicacion
(Figura 35a). En las plantas resistentes, la gs resultd un 20 % inferior en relacién a su
control, entre los 5 y 7 dias de realizado el tratamiento (Figura 35b), valor

estadisticamente significativo.
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Figura 35. Evolucién de la conductancia estomatica (gs) del biotipo susceptible (a) y
resistente (b) luego de la aplicacién de glifosato y del tratamiento control sin
herbicida. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la media. Los
asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con
glifosato y el respectivo control.

Intercambio gaseoso foliar en funcién de la concentracién de CO2

Las determinaciones de las tasas de asimilacién de CO2 en funcién de la
concentracion de CO; en el espacio aéreo intercelular (C;) fueron llevadas a cabo a los
dos dias de realizada la aplicacion de glifosato o tratamiento control. En ese momento,
se detectaron las primeras diferencias en los valores de Asat registrados en plantas
susceptibles tratadas con glifosato respecto a sus controles, a 360 ppm de CO:

externo, como se mostré en los resultados del experimento previo.

La evolucion de la tasa de asimilacion de COz como funcién de la C; fue
significativamente diferente entre plantas susceptibles tratadas con glifosato y sus
controles (Tabla 21). En este sentido, la tasa de asimilacién fue inhibida entre 30-50
% debido al efecto del tratamiento con glifosato cuando la C; fue de 75 ppm o mayor
(Figura 36a). Por el contrario, no se detectaron diferencias significativas en las tasas
de fijacion de CO2 como funcién de la C; entre plantas resistentes a glifosato tratadas

con el herbicida y sus controles (Tabla 22 y Figura 36b).
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Tabla 21. Anadlisis de la varianza de cada uno de los parametros derivados de las
curvas de asimilaciéon de COz en funcién de la concentracidn intercelular de CO2 del
biotipo susceptible a glifosato. Asat: tasa fotosintética a saturacion luminica; Amax: tasa
fotosintética maxima a saturacion de CO2; Vemax: maxima velocidad de carboxilacion de
la enzima rubisco; Jmax: tasa potencial de electrones que participa de la regeneracion
de ribulosa-1,5-bifosfato; I'coz: punto de compensacion de COo.

Fuente de Asat Amax chax ]max rCOZ
variacion ¢ cy p GLCcM P GLCM P GL CM P GL CM P
Tratamiento 1 117 <0,001 1 200 <0,001 1 1399 <0,001 1 5116 <0,001 1 1485 0,041

Error 8 18 8 31 8 30,2 8 127 8 251
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Tabla 22. Andlisis de la varianza de cada uno de los parametros derivados de las
curvas de asimilacién de COz en funcién de la concentracién de COz en el espacio
aéreo intercelular del biotipo resistente a glifosato. Asa: tasa fotosintética a saturacion
luminica; Amax: tasa fotosintética maxima a saturaciéon de CO2; Vemax: maxima velocidad
de carboxilacion de la enzima Rubisco; Jmax: tasa potencial de electrones que participa
de la regeneracion de ribulosa-1,5-bifosfato; I'coz: punto de compensacion de CO».

Fuente de Asat Amax chax ]max FCOZ
variacion ¢ cy P GLCM P GLCM P GL CM P GL CM P
Tratamiento 1 0,93 0,70 1 0,17 092 1 115 043 1 212 055 1 365 023

Error 8 6,29 8 20,1 8 178 8 583 8 230
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

La tasa maxima de carboxilacion de RuBP (Vcmax) fue significativamente
inhibida por el tratamiento con glifosato en el biotipo susceptible (comparacion de la
pendiente de ambas curvas en la Figura 36a). La Vcmax mostré un valor 32 % mas bajo
debido al efecto del herbicida, en cambio, el biotipo resistente no present6 variaciones

significativas en este parametro al comparar los tratamientos (Tabla 23).
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Tabla 23. Estimacion de parametros derivados de las curvas de asimilacion de COz en
funcién de la concentraciéon intercelular de CO2 para el biotipo susceptible y el
resistente a glifosato. Se presentan los valores promedio y el error estandar de la
media. Los asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05) respecto al control
correspondiente.

Susceptible Resistente

Control Glifosato Control Glifosato
Asat (umol m2 s1) 14,0 £ 0,69 7,73 £0,35* 9,94 +0,80 10,47 +1,08
Amax (umol m2s1) 21,78 +0,63 13,60 +0,80* 18,16 +1,60 17,92 +1,85
Vemax (umol m2s1) 67,07 +1,68 45,47 +2,69% 58,13 +6,92 52,16 + 3,53
Jmax (Mmol m2s'1) 131,03 + 2,68 89,73 +5,93* 112,58 + 11,27 104,46 + 7,87
Itoz (ppm) 51,02 +£7,01 71,90 £ 6,97* 50,80 £5,14 61,83 +7,08

La aplicacidén de glifosato provoco6 una reduccion del 31 % en la tasa potencial
de transporte de electrones que participa de la regeneraciéon de la RuBP (Jmax) en el
biotipo susceptible, mientras que este parametro no mostré cambios significativos en
las plantas resistentes tratadas con glifosato. Los valores de Asat y Amax fueron
significativamente afectados por la aplicacién del herbicida s6lo en plantas del biotipo
susceptible. En este sentido, Asat Y Amax mostraron reducciones del 44 y 37 %,
respectivamente, comparando plantas tratadas con glifosato respecto a los controles
(Tabla 23).

En el biotipo susceptible, el punto de compensaciéon de COz se incrementd
significativamente debido al efecto del glifosato, estos valores pasaron de 51,0 a 71,9
ppm. En contraste, el biotipo resistente no mostré diferencias significativas entre
tratamientos en el punto de compensacion de CO2 (Tabla 23).

En ambos biotipos, la gs tendié a decrecer cuando la C; se incrementé. La
aplicacion de glifosato redujo la gs en plantas susceptibles, ademas al considerar una
misma C;, la gs fue inhibida en un 50 % (Figura 36c). A diferencia de esto, el herbicida
no afectd significativamente la gs en el biotipo resistente a ninguna de las G

alcanzadas (Figura 36d).
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Figura 36. Respuesta de la tasa de asimilacion de CO; (A) y de la conductancia
estomatica a la concentracion de CO; en el espacio aéreo intercelular (C;) en el biotipo
susceptible (ay c) tratado con glifosato (SG) y control (SC) y en el biotipo resistente (b
y d) tratado con glifosato (RG) y control (RC). Se presentan los valores promedios y las
barras horizontales y verticales indican el error estandar de la media.

Efectos del glifosato sobre la etapa luminica de la fotosintesis: variaciones en la

fluorescencia de la clorofila durante post-aplicacion

Las variaciones registradas en el rendimiento cuantico maximo del fotosistema

II en hojas adaptadas a la oscuridad (Fy/Fm) fueron explicadas por la interaccion triple

de significancia estadistica Biotipo x Tratamiento x Tiempo post-aplicacién (Tabla 24).
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Los valores de Fy/Fm no fueron afectados significativamente por el glifosato en las
plantas susceptibles hasta los 5 dias post-aplicaciéon. Recién en ese momento, el
herbicida provoc6 una reduccién gradual de Fv/Fm que lleg6 a ser del 30 % a los 7 dias
de realizada la aplicacién (Figura 37a). Contrariamente, la relacién Fy/Fm no revel6
cambios en el rendimiento cuantico maximo del fotosistema II luego del tratamiento
con glifosato en el biotipo resistente, alcanzando un valor promedio de 0,81 (Figura

37b).

Tabla 24. Andlisis de la varianza de los efectos de la poblacién (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y control) y el tiempo post-
aplicacion (1, 2, 3, 5 y 7 dias) y sus interacciones sobre el rendimiento cuantico
maximo del fotosistema II (Fv/Fm).

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 0,013 0,002
Tratamiento 1 0,014 0,001
Tiempo post-aplicacion 4 0,006 0,001
Biotipo*Tratamiento 1 0,013 <0,001
Biotipo*Tiempo post-aplicacién 4 0,006 0,001
Tratamiento*Tiempo post-aplicacién 4 0,008 <0,001
Biotipo*Tratamiento*Tiempo post-aplicacién 4 0,005 0,003

Error 80 0,001
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

La tasa fotosintética de transporte de electrones (ETR) fue diferente para cada
biotipo dependiendo del tratamiento y el momento post-aplicacién considerado
(Tabla 25). En el biotipo susceptible, la tasa de transporte de electrones present6 un
valor promedio de 145 pmol de electrones (e’) m? s, sin mostrar diferencias
significativas entre tratamientos hasta los 5 dias post-aplicacion (Figura 37c). En ese
momento, la ETR fue significativamente inhibida en las plantas tratadas con glifosato
alcanzando un promedio de 61 umol e- m-2 s'1 que permaneci6 estable a los 7 dias
post-aplicacién (Figura 37c). En el biotipo resistente, el tratamiento herbicida no

indujo disturbios significativos en la ETR comparado a sus controles. Este parametro
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presenté un valor promedio de 141 pmol e- m2 s1 durante todo el periodo de

evaluacion (Figura 37d).

Tabla 25. Andlisis de la varianza de los efectos de la poblacién (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y control) y el tiempo post-
aplicacion (1, 2, 3, 5 y 7 dias) y sus interacciones sobre la tasa de transporte de
electrones (ETR).

Fuente de variacion GL CM P
Biotipo 1 5945 0,018
Tratamiento 1 23502 <0,001
Tiempo post-aplicacion 4 7569 <0,001
Biotipo*Tratamiento 1 10772 0,001

Biotipo*Tiempo post-aplicacion 4 944 0,45

Tratamiento*Tiempo post-aplicacién 4 4097 0,005
Biotipo*Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 4 4140 0,004

Error 80 1023
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Los efectos sobre la atenuacion fotoquimica (qP) fueron explicados por la
interaccion Biotipo x Tratamiento x Tiempo post-aplicacién (Tabla 26). La aplicacién
de glifosato alterd la atenuacion fotoquimica (estimador de los centros del fotosistema
II en estado abierto) en el biotipo susceptible, desde los 5 dias post-aplicacién en
adelante. En este sentido, la proporcion de centros de reaccién del fotosistema II en
estado abierto decreci6 en 42 % y 52 % a los 5 y 7 dias post-aplicacidn,
respectivamente (Figura 37e). En contraste, en el biotipo resistente este pardmetro no
mostro diferencias significativas en las plantas tratadas con glifosato comparado a sus
controles. Para este biotipo, las plantas de ambos tratamientos arrojaron valores de

gP de alrededor de 0,50 (Figura 37f).
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Tabla 26. Anadlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y control) y el tiempo post-
aplicacion (1, 2, 3, 5y 7 dias) y sus interacciones sobre la atenuacion fotoquimica (qP).

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 0,061 0,015
Tratamiento 1 0,246 <0,001
Tiempo post-aplicacion 4 0,206 <0,001
Biotipo*Tratamiento 1 0,213 <0,001

Biotipo*Tiempo post-aplicacién 4 0,006 0,66

Tratamiento*Tiempo post-aplicaciéon 4 0,034 0,012
Biotipo*Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 4 0,040 0,005

Error 80 0,010
GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

El rendimiento cuantico efectivo del fotosistema II (F,'/Fn’) varid
significativamente dependiendo de la interaccion Biotipo x Tratamiento x Tiempo post-
aplicacién (Tabla 27). En el biotipo susceptible, F,’'/Fn’ fue inhibido por el glifosato a
los 5 y 7 dias post-aplicacion, cuando el parametro decreci6 alrededor del 30 %
comparado con el tratamiento control (Figura 37g). En tanto, el biotipo resistente no

mostro diferencias significativas entre tratamientos (Figura 37h).
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Figura 37. Rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (Fy/Fm), tasa de
transporte de electrones (ETR), atenuacion fotoquimica (qP) y rendimiento cuantico
efectivo del fotosistema II (F.'/Fn’) durante post-aplicacion en el biotipo susceptible
(a, ¢, e, g) tratado con glifosato (SG) y control (SC) y en el biotipo resistente (b, d, f, h)
tratado con glifosato (RG) y control (RC). Se muestran los valores promedio y las
barras verticales representan el error estandar de la media. Los asteriscos indican
diferencias significativas (P < 0,05) entre el tratamiento con glifosato y el respectivo

control.
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Tabla 27. Anadlisis de la varianza de los efectos de la poblacion (susceptible y
resistente), el tratamiento (aplicaciéon de glifosato y control) y el tiempo post-
aplicacion (1, 2, 3, 5 y 7 dias) y sus interacciones sobre el rendimiento cuantico

efectivo del fotosistema II (Fv'/Fu).

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 0,117 <0,001
Tratamiento 1 0,076 0,004
Tiempo post-aplicacion 4 0,131 <0,001
Biotipo*Tratamiento 1 0,145 <0,001
Biotipo*Tiempo post-aplicacion 4 0,026 0,027
Tratamiento*Tiempo post-aplicacion 4 0,060 <0,001
Biotipo*Tratamiento*Tiempo post-aplicacién 4 0,027 0,004
Error 80 0,009 0,023

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Inicialmente, la aplicacién de glifosato no alter6 el contenido de clorofila en
hojas en ambos biotipos (P > 0,05), recién a los 7 dias post-aplicacién se detecto la
primera respuesta significativa al tratamiento con glifosato iinicamente en el biotipo
susceptible (P < 0,05; Figura 38). Esto es consistente con los resultados mostrados
previamente al determinar el efecto del glifosato sobre el contenido de clorofila. Este
parametro se volvié a medir en forma paralela a las lecturas de fluorescencia de la

clorofila para descartar que los resultados obtenidos se deban a una alteraciéon del

contenido de clorofila en la hoja.
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Figura 38. Contenido de clorofila (en unidades SPAD) en la dltima hoja expandida a
los 7 dias post-aplicacion de glifosato, cuando se detectaron las primeras diferencias
entre tratamientos, en el biotipo susceptible tratado con glifosato (SG) y control (SC) y
en el biotipo resistente tratado con glifosato (RG) y control (RC). Se presentan los
valores promedio, las barras verticales muestran el error estandar de la media y con
asteriscos se indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo biotipo
(P<0,05).

La inhibicién de la asimilacion de CO; de hojas durante el periodo post-
aplicacion de glifosato ha sido ampliamente documentado en varias especies (Geiger
et al, 1986; Ireland et al, 1986; Zobiole et al., 2010). Sin embargo, ain existen
controversias respecto a las causas de ese efecto atribuido al herbicida.
Coincidentemente con los presentes resultados, Geiger et al. (1986) y Olesen y
Cedergreen (2010) han observado una disminuciéon simultanea en la conductancia
estomatica y la asimilacion de CO:. Los ultimos autores sugieren que eso podria
deberse a una inhibicién de la fijacion de carbono basada en la disminucién de la
regeneracion de RuBP antes que un efecto directo sobre la conductancia estomatica.
Servaites y colaboradores (1987) propusieron que el glifosato induciria una
disminucién de carbono o de fosfato (o de ambos) del ciclo de Calvin, limitando la tasa
de regeneracion de RuBP y por ende la fotosintesis. Existen antecedentes donde el
tratamiento con glifosato provoc6 un descenso de los niveles de los intermediaros del
ciclo fotosintético de reducciéon de carbono y una acumulaciéon de shikimato, esto
podria estar relacionado a la regulacidon de la via del acido shikimico mediante el

arogenato (Siehl, 1997).
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A partir de la respuesta de la tasa fotosintética a la concentracién de CO2 (i. e.
curvas de asimilaciéon en funcion de Ci) se pueden estimar varios parametros que
proveen importante informacién relacionada a la fisiologia de las hojas (McMurtrie y
Wang, 1993). En este sentido, en los presentes resultados se encuentran evidencias de
la inhibicion de la fotosintesis debido a la limitacién en la regeneraciéon de RuBP
provocada por el glifosato. Esto se comprueba a partir de la comparaciéon de los
valores de Jmax de plantas susceptibles tratadas con glifosato respecto a sus controles.
Bajo condiciones limitantes de regeneracion de RuBP, la rubisco consume mas rapido
RuBP de lo que es sintetizada y, por lo tanto, la tasa de asimilaciéon de COz no responde

al incremento de C; (Caemmerer y Farquhar, 2001).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la caida en la
tasa de asimilacion de plantas susceptibles tratadas con glifosato esta relacionada a la
limitacion por rubisco reflejada en la caida de Vcmax. El cambio en la pendiente de
fijacion de COz en respuesta a bajos C;, indica que la actividad in vivo de la rubisco fue
alterada. Esto concuerda con Servaites et al. (1987), quienes encontraron que los
niveles de RuBP y la activacién de rubisco disminuyeron durante la post-aplicacion de
glifosato en Beta vulgaris. Mas recientemente, Ahsan y otros (2008) mostraron que en
arroz, proteinas correspondientes a las subunidades mayor y menor de la rubisco
disminuyeron su expresion en respuesta al glifosato. La regulacién de la expresion de
rubisco es considerada una de las principales vias por la cual la tasa de asimilacion se
ajusta a la demanda de los destinos en plantas creciendo sin limitaciones de CO> (Paul
y Foyer, 2001). Respecto a esto, los azucares son una parte importante del conjunto de

sefales que coordina la interaccién fuente-destino (Paul y Foyer, 2001).

El punto de compensacion de CO: incrementé marcadamente en hojas de
plantas susceptibles tratadas con glifosato. Este hallazgo se condice con trabajos
previos donde el descenso del intercambio neto de carbono fue acompafiado por un
aumento en el punto de compensacion de CO> (Geiger et al., 1987). La fotorrespiracion
no parece estar involucrada en esto, debido a que no se han detectado efectos del

glifosato sobre este proceso fisiolégico (Geiger et al., 1987).
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El cierre estomatico inducido por el glifosato, como fue detectado en el biotipo
susceptible, podria ser un factor importante en la contribucién a la depresién de la
asimilacion de CO: (Zobiole et al, 2010). El herbicida tendi6 a disminuir la
conductancia estomatica y esta situacion no fue revertida a bajas concentraciones de
CO2. En funcioén de esto, los resultados presentados indican que los primeros efectos
del glifosato fueron detectados en la alteracion de la conductancia estomatica y, por lo
tanto, el intercambio gaseoso podria ser una respuesta a la regulacion de la

fotosintesis mediada por el efecto inhibitorio de los productos finales.

Como se mostré anteriormente, al presentar el efecto del glifosato sobre el
crecimiento, el herbicida afecta los tejidos en activo crecimiento independientemente
de la inhibicién de la fotosintesis. Esto explica la caida en la demanda de asimilados
conllevando a la acumulacién de carbohidratos en hojas. La detencién del crecimiento
detectada luego de la inhibicion de la biosintesis de aminoacidos sugiere una
alteracion del metabolismo que no permite mantener la tasa de utilizacion de los
carbohidratos disponibles (Ahsan et al., 2008). Consecuentemente, la inhibicién de la
fotosintesis y de la conductancia estomatica serian causadas por la acumulacion de los

productos finales de la fotosintesis (Azcén-Bieto, 1983).

Los resultados presentados muestran que la acumulacion de azucares libres en
hojas ha ocurrido de manera previa a la caida del intercambio gaseoso. Esto se
condice con Orcaray et al. (2012) quienes detectaron la acumulacion de glucosa en
hojas y raices de Pisum sativum como una respuesta rapida a la aplicacién de glifosato,

previo a la inhibicién de la fotosintesis.

En relacién a los cambios en el metabolismo del carbono, el glifosato promueve
alteraciones en la fluorescencia de la clorofila (Ireland et al., 1986; Madsen et al,
1995; Sobye et al., 2011). En base a esto, el empleo de fluorimetros ha sido propuesto
como una herramienta para la evaluacion rapida de los efectos del glifosato
(Barbagallo et al., 2003; Christensen et al., 2003). Sin embargo, los datos presentados
en este trabajo muestran que en las plantas susceptibles tratadas con ese herbicida, la

conductancia estomatica y la asimilacion de CO: son afectadas antes que la
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fluorescencia de la clorofila. Esto sugiere que el descenso de la ETR seria un proceso
de regulacién y no la principal causa de la caida de la fotosintesis. Luego, a 5 y 7 dias
post-aplicacidn, esto ocasionaria dafios al fotosistema Il como se deduce de la Figura

37c.

En plantas susceptibles tratadas con glifosato, los valores de Fy/Fn, ETR, qP y
Fy’/Fu’ fueron menores comparado a sus controles. Por lo tanto, los cambios en ETR
pueden ser explicados por la proporcion de centros de reaccion del fotosistema Il en

estado abierto (qP) y por el rendimiento intrinseco de esos centros (Fy'/Fn').

Asi, a partir de los 5 dias post-aplicacidn, la disminucién de Vemax ¥ Jmax Sugiere
que los efectos del glifosato podrian ser atribuidos a la baja actividad de ciertas
enzimas del ciclo de Calvin. Por consiguiente, hubo una disminucién de la tasa de
transporte de electrones resultando, a su vez, en un incremento del estado de
reduccion del aceptor primario de electrones del fotosistema II, sefialado por el

descenso en qP, como sostiene Fracheboud y Leipner (2003).

La evaluacion de Fy/Fn provee una medida de la integridad del fotosistema Il y
del complejo de captacion de luz (Rosenqvist y van Kooten, 2003). También a partir
de los 5 dias post-aplicacion, el glifosato afectd este parametro indicando el dafio
sobre el fotosistema. Sin embargo, este dafio parece ser un evento tardio comparado a
los efectos descriptos antes y no seria la causa primaria de la caida de la tasa de

asimilaciéon de COx.

La acumulacion de azucares libres y la disminucion de la tasa de asimilacion de
carbono fueron independientes de los cambios en los pardmetros estimados a partir
de la medicién de la fluorescencia de la clorofila. En otras palabras, la actividad
fotoquimica de las hojas no fue afectada por el glifosato antes de los 5 dias post-
aplicacion. El transporte fotosintético de electrones y la captacion de luz no fueron
inhibidos directamente por el herbicida y esto seria desencadenado por alteraciones

en el metabolismo del carbono como fue discutido antes.
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Lo indicando previamente concuerda con Olesen y Cedergreen (2010) al
concluir que la medicién de la asimilaciéon de carbono es un biomarcador mas rapido y

sensible a los efectos del glifosato que la fluorescencia de la clorofila.

En plantas susceptibles, el glifosato inhibi6 la fijaciéon de CO2 desde los dos dias
post-aplicacién, mientras que el transporte fotosintético de electrones no fue afectado
a este tiempo post-aplicacion. Ademas, si se evalua la relacién ETR/fijaciéon de CO2 a
partir de las mediciones realizadas, se encuentra que a un dia post-aplicacion la tasa
de transporte de electrones es de 9 pmol de electrones por cada umol de CO: fijado
mientras que a partir de los dos dias post-aplicacién es de 13 pmol de electrones por
umol de CO2. Esto indica que podria haber ocurrido un re-direccionamiento de
electrones hacia destinos alternativos (Fracheboud y Leipner, 2003). Probablemente,
eso podria explicar los resultados de los trabajos que muestran la generaciéon de
especies reactivas del oxigeno durante post-aplicacion (Orcaray et al., 2012), asociada

a la oxidacién de lipidos y el consiguiente dafio sobre las membranas celulares.

En el presente trabajo, el contenido de clorofila disminuy6 a los 7 dias post-
aplicacion en el biotipo susceptible. Por lo tanto, el dafio oxidativo en plantas
susceptibles tratadas con glifosato, parece ser un evento tardio y no seria la principal

causa de la caida de la fotosintesis.

Los valores absolutos de fluorescencia son dependientes de la actividad
fotoquimica de la hoja y de sus propiedades 6dpticas, lo cual podria modificarse
marcadamente con el contenido de clorofila (Barbagallo et al,, 2003). En el presente
trabajo, el contenido de clorofila no cambié hasta los 7 dias post-aplicacién, ademas
las variaciones en los parametros de fluorescencia de la clorofila fueron detectadas
previamente. Entonces, la caida en el contenido de clorofila podria ser explicada por el
dafio directo sobre los cloroplastos, por la degradaciéon o perturbaciones en la

biosintesis de clorofila (Pihakaski y Pihakaski, 1980; Kitchen et al., 1981).

En el biotipo resistente, una leve inhibicién de la conductancia estomatica fue
observada a los 5 y 7 dias post-aplicacién. Cuando se considera el intercambio gaseoso

y la actividad fotoquimica, la conductancia estomatica es el tinico parametro afectado
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significativamente por el glifosato y esas reducciones parecen no estar mediadas por
las variaciones en Ci. Los resultados obtenidos al evaluar los niveles de azucares libres
en el biotipo resistente durante la post-aplicaciéon del herbicida, mostraron una leve
tendencia de acumulacion (Figura 28). Los presentes resultados sugieren que la
conductancia estomatica es un parametro altamente sensible para evaluar la
susceptibilidad/resistencia a glifosato en un estadio temprano, antes que los sintomas
fitotoxicos sean evidentes visualmente. Esto resulta interesante debido a que la
conductancia estomatica podria ser facilmente monitoreada (mas sencillo que realizar
mediciones de intercambio gaseoso foliar con un analizador infrarrojo de gases), bajo

condiciones de campo usando un moderno porémetro.

La ausencia de alteraciones en el metabolismo del carbono podria explicar por
qué no se detectaron cambios en los parametros de fluorescencia de la clorofila de
plantas resistentes a glifosato. La integridad del fotosistema II del biotipo resistente
fue evidenciada por los valores de Fy/Fn, este parametro no mostré alteraciones por
efecto del herbicida. Tampoco se detectaron cambios en ETR durante todo el periodo
post-aplicacién considerado, por consiguiente no se esperd variaciones en la qP y
Fy'/Fu’. Ademas, no se advirtié cambios en la relacion ETR/fijacion de CO; explicando

la ausencia de sintomas de estrés en el biotipo resistente.

Efectos del glifosato sobre la actividad de peroxidasas y la integridad de las

membranas celulares en plantas susceptibles y resistentes

Si bien la via primaria de accién del glifosato no parece tener relaciéon directa
con la generacion de estrés oxidativo, varios autores han encontrado que durante la
post-aplicacién de glifosato se elevan los niveles endégenos de H202 en hojas (Sergiev
et al., 2011) y los sistemas enzimdticos inducidos por especies reactivas del oxigeno

aumentan su actividad (Cafial et al, 1988; Ahsan et al., 2008). No obstante, el
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mecanismo por el cual el glifosato promueve el dafio oxidativo no estd completamente

dilucidado (Sergiev et al., 2011).

En funciéon de lo expuesto, se estudiaron los efectos del glifosato sobre la
actividad peroxidasa y se evalu6 el dafio sobre la estabilidad de las membranas
celulares de plantas susceptibles y resistentes como sefal de alteraciéon por estrés

oxidativo.

Efectos del glifosato sobre la actividad de peroxidasas totales

El analisis de la varianza de los datos permitié determinar que la actividad
peroxidasa estuvo condicionada por el efecto del biotipo evaluado y el lapso post-
aplicacion (Tabla 28). En este sentido, el complejo de peroxidasas no mostro variacion
en su actividad a uno y dos dias post-aplicacién de glifosato, respecto al tiempo cero,
en ambos biotipos (Figura 39). Sin embargo, a los tres dias de realizado el tratamiento
con el herbicida, las plantas susceptibles triplicaron la actividad de peroxidasas
respecto a los niveles basales (Figura 39). A diferencia de esto, el biotipo resistente no
mostro variaciones significativas en la actividad del mencionado sistema enzimatico

respecto a los valores hallados al inicio del tratamiento (Figura 39).

Tabla 28. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente),
el tiempo post-aplicacion de glifosato (0, 1, 2 y 3) y su interaccion sobre la actividad
de peroxidasas.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 922 0,048
Tiempo post-aplicacion 3 2008 <0,001
Biotipo*Tiempo post-aplicacién 3 733 0,032
Error 24 212

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Estos resultados se condicen con los obtenidos por Basantani et al. (2011)
trabajando con Vigna radiata. Los autores encuentran que el glifosato induce la
expresion de peroxidasas reflejandose en incrementos de aproximadamente una a
tres veces los niveles de actividad del control. Anteriormente, Cafal et al. (1988)
encontraron que el glifosato increment6 la expresién de peroxidasas en Cyperus
esculentus, entre éstas han detectado tres fracciones isoenzimaticas las cuales

variarian su nivel de actividad dependiendo de la dosis de herbicida empleada.

Ademas, Sergiev et al. (2006) indicaron que en post-aplicacidn de glifosato, los
efectos del herbicida sobre la generaciéon de H202 en maiz no son inmediatos. Recién
luego de tres dias de realizado el tratamiento registraron un incremento significativo
de los niveles de H202 y a posteriori la actividad de peroxidasas respondié alcanzando

valores 10 veces superiores al del control, a los 10 dias de efectuada la aplicacion.
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Figura 39. Actividad peroxidasa de los biotipos susceptible y resistente en post-
aplicacion de glifosato. Se muestran los valores promedio y las barras verticales
representan el error estandar de la media. El asterisco indica diferencias significativas
(P < 0,05) respecto al correspondiente control (0 dias post-aplicacién).
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Efectos del glifosato sobre la integridad de las membranas celulares

El dafio provocado por el herbicida sobre la estabilidad de las membranas
celulares dependi6 de la interaccion entre el biotipo y el momento post-aplicacion
considerado (Tabla 29). En este sentido, a los tres dias de realizado el tratamiento con
glifosato no se detectaron efectos sobre la integridad de las membranas celulares en
ninguno de los dos biotipos (Tabla 30). No obstante, a los 7 dias post-aplicacion, en las
plantas susceptibles el dafio provocado por el herbicida sobre las membranas fue
significativo, alcanzando valores cercanos al 5 % de dafio (Tabla 30). En contraste, el
glifosato no causé alteraciones significativas sobre la integridad de las membranas del

biotipo resistente a los 7 dias post-aplicacion (Tabla 30).

Tabla 29. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente),
el tiempo post-aplicacion de glifosato (3 y 7 dias) y su interaccién sobre el dafio
provocado en membranas celulares.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 20,21 0,002
Tiempo post-aplicacion 1 37,39 <0,001
Biotipo*Tiempo post-aplicacién 1 22,15 0,001
Error 16 1,57

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Las determinaciones de liberacion de electrolitos ha sido uno de las técnicas
mas empleadas para evaluar procesos que conducen a la pérdida de la integridad de
las membranas celulares en condiciones estresantes asociadas a la aplicaciéon de
herbicidas (Chang y Kao, 1997; Sergiev et al., 2006; Dayan y Watson, 2011). La
membrana plasmatica y las membranas subcelulares son esenciales para la
compartimentalizacion y para que se lleven a cabo los procesos fisiolégicos celulares,
en ese sentido, las especies reactivas del oxigeno provocan dafio sobre la integridad

de las membranas (Jasper y Kangasjarvi, 2010).
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Los resultados arribados en el presente trabajo indican que el glifosato afecta
la estabilidad de las membranas celulares, sin embargo estos efectos se detectaron en
una etapa relativamente tardia del periodo post-aplicacién, considerado respecto a
otras alteraciones descriptas anteriormente. Entonces, la pérdida de integridad de las
membranas podria ser un efecto secundario del glifosato mediado por la generacion

de especies reactivas del oxigeno.

Los resultados derivados de los presentes experimentos pueden ser explicados
por las evidencias discutidas antes, al comparar la tasa fotosintética de transporte de
electrones en funcién de la fijaciéon de CO; en plantas susceptibles. El efecto inhibitorio
del glifosato fue proporcionalmente mayor sobre la tasa de fijacién de carbono que
sobre la tasa de transporte de electrones (etapa luminica). Por lo tanto, el diferencial
de electrones que no es empleado en la asimilacién de CO, seria derivado hacia
destinos alternativos, como es la generacion de especies reactivas del oxigeno. El dafio
oxidativo conduciria a la alteracién de las membranas celulares y pigmentos,
induciendo a la aparicion de los primeros sintomas cloréticos perceptibles

visualmente.

Las plantas resistentes, en cambio, no mostraron alteraciones significativas en
la relacion entre ETR/fijacion de CO tampoco se detectd el incremento en la
expresion de peroxidasas como sistema antioxidante de defensa y no se registraron

alteraciones en la integridad de las membranas.

Tabla 30. Dafio provocado en la estabilidad de membranas celulares de los biotipos
susceptible y resistente a glifosato a 3 y 7 dias post-aplicacién del herbicida. Se
presentan los valores promedio expresados en porcentaje de dafio + 1 error estdndar
de la media. Con asteriscos se indican diferencias significativas entre los biotipos.

Biotipo Dias post-aplicacion
3 7
Susceptible 0,02+0,11 486+0,76 *
Resistente 0,12 £ 0,30 0,75+0,74
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Evaluacion de la actividad in vitro de la enzima EPSPs

Las evaluaciones de la actividad in vitro de enzimas blanco de herbicidas en
funcion de la concentracion del principio activo inhibidor, han permitido determinar
si mecanismos de resistencia dependientes del sitio activo son responsables de la baja
sensibilidad en plantas resistentes (Baerson et al., 2002; Burke et al., 2006; Yu et al,,
2010; Cruz-Hipdlito et al., 2011). Empleando este abordaje, se comparé la actividad de
la EPSPs de los biotipos susceptible y resistente a glifosato a diferentes
concentraciones del herbicida.

A partir de los datos obtenidos, los modelos fueron ajustados para cada biotipo
(P <0,001) y se contrastaron los parametros que determinan el comportamiento de la
actividad de la EPSPs de plantas susceptibles y resistentes. Se encontro6 que la asintota
inferior (C), i. e. el nivel de actividad a concentraciones infinitamente elevadas del
inhibidor, no mostr6é diferencias significativas entre biotipos. Sin embargo, el
parametro D, relacionado a la actividad de EPSPs sin glifosato en el medio de reaccion,
difiri6 entre ambos biotipos de forma altamente significativa (P = 0,0018). Al
comparar los puntos de inflexion de ambas curvas (Is0), entendidos como la
concentracion de glifosato que provocaria una reducciéon de la actividad enzimatica al

50 % respecto a D, éstos no fueron significativamente distintos (P = 0,93) (Tabla 31).

Tabla 31. Parametros del modelo de regresion no lineal de la actividad de la enzima
EPSPs en funcion de la concentracion de glifosato. Se muestra la probabilidad (P) de
precision del modelo. Con asteriscos se indican diferencias significativas (P < 0,05)
entre biotipos para los parametros del modelo:

Actividad EPSPs (U mg! proteina) = C+ {(D - C)/[1 + (x/I50)]}

Biotipo b ¢ ls0 P
P (Umg? proteina) (U mg! proteina) (uM glifosato)
Susceptible 3,2 -0,1 430,0 <0,001
Resistente 8,7* -0,1 462,8 <0,001

Las diferencias detectadas a nivel del pardmetro D, condicionan un

comportamiento contrastante entre las curvas de actividad de la EPSPs del biotipo
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resistente respecto al susceptible (Figura 40). En ausencia de glifosato en el medio de
reaccion, las plantas resistentes presentaron una actividad de EPSPs
aproximadamente tres veces mayor respecto a las susceptibles (Figura 40). Sin
embargo, la respuesta relativa de la actividad enzimatica a las concentraciones
crecientes de herbicida, fueron similares y ambas resultaron proporcionalmente
inhibidas por el glifosato sin diferencias significativas. En este sentido, al determinar
el factor de resistencia (IR), resultante de la relaciéon de las concentraciones Isp del
biotipo resistente respecto al susceptible, se encuentra que esta razon es de 1,07. Esto
indica que la enzima EPSPs de ambos biotipos no muestra una sensibilidad diferencial
al glifosato. Entonces, las plantas resistentes no presentarian una alteracién del sitio
activo capaz de condicionar la interaccién entre la EPSPs y la molécula de glifosato,
como se ha encontrado en otros casos de resistencia a este herbicida (Ng et al., 2003;
Yu et al,, 2007; Simarmata y Penner, 2008; Kaundun et al., 2011).

La actividad enzimatica diferencial entre biotipos susceptibles y resistentes
seria la responsable de la contrastante sensibilidad de las plantas al glifosato. En la
Figura 40 se observa que a una concentracién de 1000 uM de herbicida, la EPSPs del
biotipo resistente alcanz6 un nivel de actividad similar al detectado en el biotipo
susceptible sin glifosato en el medio. Por lo tanto, podria pensarse que a dosis del
herbicida que resultarian altamente inhibitorias de la actividad EPSPs en las plantas

susceptibles, el biotipo resistente podria mantener la ruta del acido shikimico activa.
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Figura 40. Actividad de la enzima EPSPs de los biotipos resistente y susceptible a
glifosato en funcion de la concentracién de herbicida. Los simbolos indican los valores
promedio, las barras verticales representan el error estandar de la media y las curvas
muestran el modelo ajustado para cada biotipo.

Estos resultados son consistentes con los publicados recientemente por Salas
et al. (2012) estudiando una poblacién estadounidense de ryegrass. Los autores
encuentran que las plantas resistentes presentan una actividad basal de la EPSPs de
entre tres y seis veces la detectada en plantas susceptibles. Asimismo, en
concordancia a lo hallado en el presente trabajo, estos investigadores no encuentran
diferencias entre plantas resistentes y susceptibles respecto a la concentraciéon de
inhibiciéon media (Iso).

En algunos trabajos donde se ha documentado que la resistencia a glifosato de
ciertas malezas se debe a una mayor actividad de la enzima blanco, se encontré que la
causa de la elevada actividad enzimatica fue el incremento del nimero de copias del
gen EPSPs, respecto a controles susceptibles (Gaines et al., 2011; Salas et al., 2012).
Sin embargo, existen otras vias por las cuales ciertas plantas resistentes han mostrado
una elevada actividad basal de la EPSPs como es el incremento de la tasa de

transcripcion del gen (Smart et al., 1985) 6 la mayor estabilidad de la enzima, asociada
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a una menor tasa de recambio (Smart et al., 1985). No obstante, la mayoria de los
casos de resistencia a glifosato generados a partir del cultivo in vitro de tejidos en
presencia del herbicida, se han debido a la sobreproducciéon de la EPSPs silvestre,
mediante la amplificacion del nimero copias del gen (Pline-Srnic, 2006). En este
sentido, Salas et al. (2012), estudiando plantas de ryegrass de variable sensibilidad a
glifosato, encontraron una correlacion positiva entre el nimero de copias del gen
EPSPsy el nivel de actividad enzimatica.

La elevada actividad de la EPSPs del biotipo resistente explica por qué el
glifosato no provoca la muerte de la planta a la dosis recomendada. En tal sentido, el
herbicida no llegaria a alterar el crecimiento de tejidos meristematicos debido a que la
alta actividad de la EPSPs permitiria sostener la funcionalidad de la via del shikimato,
pese a los efectos inhibitorios del glifosato sobre una fraccién enzimatica respecto al
total de la EPSPs expresada. Por lo tanto, como se evidencia en este trabajo, la
demanda de asimilados desde los tejidos en activo crecimiento se mantiene, no se
induce la acumulacién de azdcares en hojas y, en consecuencia, no se inhibe la fijaciéon
de CO2. Esto garantiza la estabilidad de la relacion entre la tasa fotosintética de
transporte de electrones y la asimilaciéon de carbono durante post-aplicacion. En estas
condiciones, la generacion de especies reactivas de oxigeno, su dafio sobre la
integridad de las membranas y sobre los pigmentos clorofilianos no se detecta y, en

tanto, la planta sobrevive al herbicida.
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Bases genéticas de la resistencia a glifosato

Recuento cromosdémico y estimacion de diferencias en el contenido de ADN

nuclear en biotipos resistentes y susceptibles a glifosato

La variacion en el nivel de ploidia y en el contenido nuclear de ADN se ha
correlacionado con un amplio rango de caracteres fenotipicos en diversas especies
vegetales (Bennett, 1987). La mayoria de las principales malezas son poliploides y al
tener mas copias de cada gen, respecto a las diploides, podrian presentar mayor

diversidad genética (Gressel, 2009).

Dentro del género Lolium todas sus especies son diploides con un ndmero
cromosémico de 2n=14 (Bennett et al, 2000). Sin embargo, a partir del
descubrimiento del efecto de la colchicina en la duplicacién del nimero cromosémico
(Myers, 1939), se han obtenido materiales de ryegrass autotetraploides estabilizados

en busqueda de mejorar sus caracteristicas forrajeras (Ahloowalia, 1967).

Las plantas tetraploides de Lolium perenne presentan semillas mas grandes
(Nair, 2004), menor numero de macollos, hojas mas grandes y mayor contenido de
clorofila (Sugiyama, 1998). Estos materiales han mostrado requerimientos superiores,
exigiendo suelos mas fértiles para expresar su potencial de crecimiento y han
resultado ser mas competitivos que los cultivares diploides pero menos tolerantes al

estrés hidrico y a las bajas temperaturas (Sugiyama, 1998; Sugiyama 2006).

Por otra parte, la variacion en el contenido de ADN, directamente relacionado
al nivel de ploidia, ha sido ampliamente estudiada por su asociaciéon a cambios
evolutivos, sin embargo las causas y consecuencias de las alteraciones gendémicas a
nivel de los cromosomas han recibido menor atenciéon (Ryan Gregory, 2001). El
tamafio del genoma, entendido como la cantidad total de ADN nuclear (Ryan Gregory,
2001), ha sido estrechamente relacionado a la adaptabilidad y éxito reproductivo de

las plantas (Humphreys, 1991).
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El objetivo de los experimentos de esta seccion fue determinar si la variacion
en la sensibilidad a glifosato estd asociada a variaciones en el tamafio del genoma, ya
sea a partir de diferencias en el nivel de ploidia o en la cantidad de ADN nuclear de

plantas susceptibles y resistentes a glifosato.

Dotacién cromosémica de plantas susceptibles y resistentes a glifosato

A partir del recuento cromosémico de plantas medio hermanas de distinta
sensibilidad a glifosato, se determiné que la resistencia a glifosato no esta asociada al
nivel de ploidia de los materiales (Figura 41). En todos los casos, el nimero
cromosomico fue 2n=14, coincidiendo con los valores de los ecotipos silvestres

evaluados en distintos trabajos (Jain, 1957; Ahloowalia, 1965; Bennett et al., 2000).

| I |
d
| .

b
e
f
Figura 41. Células de Lolium perenne en division mitotica: biotipo susceptible en
metafase (a y h) y anafase (d y f) y biotipo resistente en metafase (b, e y g) y anafase
(c)- Las barras representan 10 pm (600x).
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La relacién entre la dotacién cromosémica y la resistencia a herbicidas ha sido
estudiada en Paspalum notatum. En una poblacién de esa especie, el nivel de ploidia
condiciona su sensibilidad a un herbicida inhibidor de la acetolactato sintasa. Las
plantas tetraploides son resistentes a metsulfurén, mientras que los materiales

diploides resultan susceptibles (Bunnell et al., 2003).

Como se cité antes, Salas et al. (2012) encuentran que el incremento en el
numero de copias del gen de la EPSPs en ryegrass, esta relacionado a la resistencia a
glifosato. Asimismo, estos autores indican que deberia estudiarse si la existencias de
multiples copias del gen podria ser atribuida a la duplicacién del material genético. Sin
embargo, en la poblacién de estudio del presente trabajo esa posibilidad es descartada
debido a que no se encontro6 relacion entre la sensibilidad a glifosato de los materiales

y el nivel de plodia.

Estimacion del contenido de ADN nuclear de plantas susceptibles y resistentes

Si bien el ndmero cromosémico entre plantas evolutivamente cercanas puede
ser el mismo, las variaciones en el contenido de ADN nuclear puede ser
significativamente distinto (Vogel et al., 1999). En relacion a esto, dentro del género
Lolium existen especies que comparten la misma dotacién cromosémica (2n=2x=14)
como L. perenney L. temulentum, sin embargo la cantidad de ADN nuclear de la ultima
especie es, aproximadamente, 50 % mayor respecto a L. perenne (Hutchinson et al,
1979; Seal y Rees, 1982). En el presente trabajo, se encontraron diferencias
significativas en el contenido de ADN de las plantas estudiadas (Tabla 32). Sugiyama
et al. (2002) detectaron que la variacién intra-especifica en el contenido de ADN de L.
perenne tendria un importante rol en la determinacion de varias diferencias
fenotipicas. Esos autores indicaron que el contenido de ADN se correlacion6
positivamente con el tamafio de las células de la epidermis, el area foliar de una hoja

individual y el peso de las semillas.
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Tabla 32. Analisis de la varianza del contenido de ADN nuclear de seis plantas de
Lolium perenne de la poblacién problema.

Fuente de variacion GL CM P
Planta 5 461 0,011
Error 12 95

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Al estimar el contenido de ADN nuclear de plantas susceptibles y resistentes a
glifosato en el presente trabajo, se encontré que la sensibilidad al herbicida no explica
la variaciéon en la cantidad de ADN (Tabla 33). Los resultados concuerdan con
Culpepper et al. (2006), quienes empleando la misma metodologia, estudiaron plantas
de Amaranthus palmeri de distinta sensibilidad a glifosato y no encontraron

asociacion entre el contenido de ADN nuclear y la respuesta al herbicida.

En otras especies resistentes a herbicidas tampoco se ha encontrado relacion
entre el contenido de ADN y la sensibilidad al herbicida. Puri et al. (2007) indicaron
que las variaciones en el nivel de ploidia y la cantidad de ADN nuclear de Hydrilla

verticillata no explican la sensibilidad de esta maleza acuatica a fluridone.

Tabla 33. Analisis de la varianza de los efectos del biotipo (susceptible y resistente)
sobre el contenido de ADN nuclear.

Fuente de variacion GL cM P
Biotipo 1 144 0,41
Error 16 206

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

A partir de ciertas modelizaciones, se ha determinado que el nivel de ploidia
condicionaria la evolucidn de la resistencia a herbicidas de las malezas (Gressel y
Segel, 1978). Huertas et al. (2010) encontraron que la capacidad de ciertas especies
del fitoplancton de adaptarse y crecer en presencia de simazina, depende del nivel de

ploidia. Los investigadores demostraron que los organismos haploides responden a la
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seleccion mas rapidamente que los diploides debido a que en los primeros, las
mutaciones no neutrales son expresadas inmediatamente. Por lo tanto, los resultados
presentados en esta seccién son de importancia al momento de abordar e interpretar

las bases genéticas de la herencia de la resistencia a glifosato.

Cruzamientos dirigidos entre plantas susceptibles y resistentes de Lolium

perenne

A partir del andlisis de la progenie de cuatro afios consecutivos de
cruzamientos forzados se llegd a determinar un modelo de herencia de la resistencia a
glifosato. Estos aspectos son de importante trascendencia para interpretar la
evolucion de la resistencia y condicionan el manejo de las plantas resistentes en la

region problema (Gressel y Segel, 1978; Powles y Yu, 2010).

Auto-incompatibilidad y auto-fertilidad en Lolium perenne

Durante el afio 2009 y 2010 se forzd la autofecundacion de 10 plantas
resistentes (seleccionadas por su supervivencia a dosis de hasta 1000 g (ea) ha),
descendientes de la poblaciéon problema. Cuatro de estas plantas resultaron
completamente auto-incompatibles debido a que no se llegé a obtener ninguna
semilla. Sin embargo, las 6 plantas restantes presentaron cierto grado de auto-

compatibilidad llegando a cosechar entre 12 y 39 semillas viables de cada planta.

Estudios pioneros que abordaron la genética de Lolium perenne, han
determinado que esta planta seria aldgama obligada debido al elevado nivel de auto-
incompatibilidad, determinado por un sistema gametofitico controlado por dos genes
Sy Z (Spoor, 1976; Cornish et al., 1979; Fearon et al., 1983). Para ambos locus, Sy Z,
existen multiples alelos y la incompatibilidad ocurre cuando el par de alelos § - Z del

polen coincide con la misma combinacidn alélica del estigma (Lawrence et al., 1983).
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Pese a este estricto sistema que garantizaria la alogamia, existen antecedentes
que indican distorsiones en la segregacién esperada, considerando el modelo S - Z
(Thorogood et al., 2002). En este sentido, forzando la autofecundaciéon de ciertos
materiales de ryegrass se han obtenido algunas semillas viables (Jenkin, 1924),

indicando que la alogamia no es obligada.

Por otra parte, a partir de los primeros resultados de auto-compatibilidad, la
auto-fertilidad del Lolium perenne ha despertado el interés agronémico (Jones y
Jenabzadeh, 1981). Actualmente, se conoce que existe un gen T de auto-
compatibilidad que resulta independiente del par S - Z y cuya variante dominante

permite la auto-fertilidad (Thorogood et al., 2005; Manzanares, 2013).

Estos antecedentes sustentan los resultados obtenidos en el presente trabajo
dado que al forzar la autofecundacion de las mencionadas plantas, varios genotipos
han mostrado auto-compatibilidad (Tabla 34). Esto ha permitido evaluar modelos de
herencia de la resistencia a glifosato realizando, ademas, cruzamientos dirigidos entre
individuos determinados. Otros trabajos en distintos materiales de Lolium spp.
resistente a glifosato, han establecido el modo de herencia de la resistencia sin castrar
las plantas empleadas como madre, subestimando la probable auto-compatibilidad de

ciertos genotipos (Lorraine-Colwill et al., 2001; Simarmata et al., 2005).

El alto grado de alogamia detectado en Lolium spp., tendria gran importancia en
la evolucién de poblaciones hacia la resistencia a herbicidas, al favorecer la capacidad
de recombinacién de factores genéticos trascendentes para la supervivencia de las
plantas en post-aplicacion (Delye et al, 2013). En experimentos conducidos sobre
especies autdégamas bajo presion de selecciéon con glifosato, no se ha podido
incrementar el nivel de resistencia de la poblacidén a pesar de la variacion genética
inicial en la sensibilidad al herbicida (Brotherton et al., 2007). Por lo tanto, el elevado
grado de alogamia resultaria imprescindible al momento de explicar la evolucién de la
resistencia en L. perenne, no obstante la auto-compatibilidad debe ser considerada e

incluida en el analisis cuando se desea evaluar la herencia de la resistencia.
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Herencia de la resistencia a glifosato

Las plantas de la descendencia de la poblacion problema seleccionadas por su
resistencia a dosis de hasta 1000 g (ea) ha’l, fueron auto-fecundadas para evaluar a
posteriori la sensibilidad a glifosato de la progenie. En este sentido, se encontré
segregacion en la descendencia de cada planta, donde la mayoria de los individuos
presentaron el mismo fenotipo que la planta que le dio origen, sobreviviendo a dosis
de glifosato de 750 y 1000 g (ea) ha! (resistencia moderada 6 intermedia). Aquellas
plantas resistentes a 750 g (ea) ha-l también lo fueron a 1000 g (ea) hal. En tanto, se
detectaron plantas susceptibles a 750 g (ea) hal y otras resistentes a dosis de
glifosato de hasta 3000 g (ea) hal (resistencia elevada). Esta segregacion indica que
las plantas seleccionadas no resultaron ser homocigotas respecto al caracter

“resistencia a glifosato”.

En funcién de estos resultados, se evalud el ajuste de un modelo de dominancia
intermedia donde la resistencia a glifosato esta regulada por un gen mayor (Tabla 34).
También, se consideraron otros modelos donde la resistencia resulta del efecto
epistatico de dos genes que daran tres fenotipos diferenciables: susceptibilidad,
resistencia intermedia (sobreviviente hasta 1000 g (ea) ha'l) y resistencia elevada
(sobreviviente hasta 3000 g (ea) hal). Entre esas interacciones génicas se evalud la
epistasis recesiva (9:3:4, respectivamente), epistasis dominante (12:3:1) y epistasis
doble dominante con efecto acumulativo (9:6:1). En estos casos de interaccion, la
prueba de x? indic6 que las frecuencias observadas difirieron significativamente de las
esperadas (valor de x2 para epistasis recesiva: 124,8 (P < 0,001); epistasis dominante:
202,4 (P < 0,001) y epistasis doble dominante con efecto acumulativo: 90,7
(P<0,001)). En consecuencia, se descarto la posibilidad de que la interaccién entre

dos genes explique la variacion en la sensibilidad a glifosato.

Cuando la segregacion se estudio bajo el modelo que determina que un gen con
dominancia intermedia controla la resistencia a glifosato, esperando una relacion
1:2:1 (susceptibilidad, resistencia intermedia y resistencia elevada) en Ila

descendencia, se encontrd que no hay evidencia estadistica que permita descartar la
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hipétesis nula planteada. En tanto, las frecuencias observadas no son
significativamente distintas a las frecuencias esperadas a partir del modelo indicado y

los desvios entre éstas frecuencias se deben al azar (Tabla 34).

Tabla 34. Progenie obtenida de la autofecundacion de plantas (sobrevivientes a dosis
de hasta 1000 g (ea) ha'l) descendientes de la poblaciéon problema. Sensibilidad a
glifosato de la progenie y prueba de x2? segin el modelo determinado por un gen R de
dominancia intermedia.

, . Resistencia Resistencia
Progenitor Susceptible intermedia clevada Total P
Ri10-1 x Ri10-1 Observado 10 16 4 30
RR’x RR’ Esperado 7,5 15 7,5 30
(1:2:1)
X2 0,83 0,06 1,63 2,52 0,28
Ri10-3 x Ri10-3 Observado 6 9 4 19
RR’x RR’ Esperado 4,75 9,5 4,75 19
(1:2:1)
X2 0,32 0,02 0,11 0,45 0,79
Ri10-5 x Ri10-5 Observado 6 23 10 39
RR’x RR’ Esperado 9,75 19,5 9,75 39
(1:2:1)
X2 1,44 0,62 0,006 2,07 0,35
Ri10-7 x Ri10-7 Observado 1 7 4 12
RR’x RR’ Esperado 3 6 3 12
(1:2:1)
X2 1,33 0,16 0,16 1,66 043
Ri11-1xRil1-1 Observado 7 10 2 19
RR’x RR’ Esperado 4,75 9,5 4,75 19
(1:2:1)
X2 1,06 0,02 1,59 2,67 0,26
Ri11-2 xRi11-2 Observado 3 8 4 15
RR’x RR’ Esperado 3,75 7,5 3,75 15
(1:2:1)
X2 0,15 0,03 0,01 0,19 0,9
Susceptible (RR): controlada a 750 g (ea) ha™.
Resistencia intermedia (RR’): sobreviviente a dosis de hasta 1000 g (ea) ha-1.
Resistencia elevada (R’R’): sobreviviente a dosis de hasta 3000 g (ea) ha-l.
Ademas, se evalud el posible efecto materno sobre la descendencia respecto a
la resistencia a glifosato. En la Tabla 35, Tabla 36 y Tabla 37, se presentan los
resultados de la sensibilidad a glifosato de la progenie de cruzamientos dirigidos entre
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plantas con resistencia intermedia y susceptibles y los correspondientes cruzamientos
reciprocos. Se encontré que no existe efecto materno al considerar el mencionado
caracter, debido a que no se encontraron diferencias en la segregaciéon entre
cruzamientos reciprocos. Entonces, considerando los posibles efectos maternos sobre
la progenie (Roach y Wulff, 1987), se descarta la posibilidad de que genes extra-
nucleares de herencia citoplasmatica codifiquen la baja sensibilidad al herbicida.
Asimismo, se desestima que genes nucleares maternos condicionen la resistencia a

glifosato de la progenie durante la embriogénesis.

Al cruzar una planta de elevada resistencia (R'R’, seleccionada de la progenie
obtenida por autofecundacién de la planta Ri10-5) por una susceptible a glifosato (RR,
seleccionada de las descendientes obtenidas por autofecundacién de Ri1l0-1), se
encontrd una descendencia homogénea respecto al nivel de sensibilidad al herbicida.
Toda la progenie mostrd resistencia intermedia a glifosato (i. e. sobrevivieron a dosis
de hasta 1000 g (ea) ha'l) (Tabla 35). Esta poblacién constituye la F1 y, segin el

modelo de herencia empleado, el genotipo de las plantas seria RR’.

Cuando se cruzaron distintas plantas de resistencia intermedia a glifosato, la
progenie presentd la misma segregacion (1:2:1) que la obtenida de la autofecundacion
de fenotipos de resistencia intermedia (Tabla 35). Estos resultados sugieren que las
plantas que resultan resistentes hasta una dosis de 1000 g (ea) ha’l, son heterocigotas
para el caracter (RR’). Por tanto, la poblacion obtenida del cruzamiento de dos plantas
de resistencia intermedia o la progenie obtenida por autofecundacion segregan con la

relacion esperada en una Fo.

Ademads, se cruzé6 una planta susceptible (Sall), seleccionada de la
descendencia de la autofecundacion de Ri10-1 (Tabla 34), con otra planta susceptible
proveniente de la poblacion problema (Sb11). Toda la descendencia resultd ser
susceptible al glifosato manteniendo el mismo nivel de sensibilidad al herbicida que
los padres (Tabla 35). El caracter de resistencia no estaria enmascarado por el alelo de

susceptibilidad, confirmando los resultados esperados a partir del modelo planteado
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de dominancia incompleta, pues ninguno de los dos alelos (resistente y susceptible)

resultaria completamente dominante sobre el otro.

Tabla 35. Progenie obtenida a partir de cruzamientos dirigidos entre plantas con
resistencia elevada (Rall), resistencia intermedia (Ril1l-1 y Ril1-2) y susceptibles
(Sal1l y Sb11). Sensibilidad a glifosato de la progenie y prueba de x2 segiin el modelo
determinado por un gen R de dominancia intermedia.

Cruzamiento Susceptible Reszstenczla Resistencia Total P
intermedia elevada

RallxSall Observado 0 26 0 26
R'R’x RR Esperado 0 26 0 26

(1)

X2 0 0 0 0 1
Ri11-1 x Ri11-2 Observado 13 24 11 48
RR’x RR’ Esperado 12 24 12 48

(1:2:1)

X2 0,08 0 0,08 0,16 0,92
Ri11-2 xRi11-1 Observado 4 13 2 19
RR’x RR’ Esperado 4,75 9,5 4,75 19

(1:2:1)

X2 0,11 1,28 1,59 2,98 0,22
Sb11 x Sal1l Observado 17 0 0 17
RRXxRR Esperado 17 0 0 17

(1)

X2 0 0 0 0 1
Susceptible (RR): controlada a 750 g (ea) ha.
Resistencia intermedia (RR’): sobreviviente a dosis de hasta 1000 g (ea) ha.
Resistencia elevada (R’R’): sobreviviente a dosis de hasta 3000 g (ea) ha-l.

Posteriormente, se realizé6 el cruzamiento de una planta con resistencia
intermedia (Rel2) y una susceptible (Sc12). En su descendencia se encontraron los
mismos fenotipos que los paternos en una segregacion 1:1, independientemente del
material empleado como madre (Tabla 36; Figura 42). Estos resultados fueron
consistentes con los esperados a partir del modelo planteado.

Por otra parte, cuando se forz6 la autofecundacion de la planta
moderadamente resistente (Re12), se obtuvo una descendencia segregante ajustada a
la proporcion 1:2:1 donde la mayor parte de la progenie presentd la misma
sensibilidad a glifosato que el progenitor (RR’) (Tabla 36). Asimismo, se encontraron
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plantas con elevado nivel de resistencia (R'R’) y susceptibles a glifosato (RR) (Tabla

36).

Tabla 36. Progenie obtenida por autofecundacién y cruzamientos dirigidos entre un
clon de resistencia intermedia (Rel2) y uno susceptible (Sc12). Sensibilidad a
glifosato de la progenie y prueba de x2 segtin el modelo determinado por un gen R de
dominancia intermedia.

Resistencia Resistencia

Cruzamiento/progenitor Susceptible intermedia clevada Total P
Rel2 x Sc12 Observado 39 40 0 79
RR’x RR Esperado 39,5 39,5 0 79
(1:1)
X2 6105 6105 0 0,0001 0,99
Sc12 xRel2 Observado 21 27 0 48
RR x RR’ Esperado 24 24 0 48
(1:1)
X2 0,37 0,37 0 0,75 0,68
Rel2 x Rel2 Observado 5 11 3 19
RR’x RR’ Esperado 4,75 9,5 4,75 19
(1:2:1)
X2 0,01 0,23 0,64 0,88 0,64
Susceptible (RR): controlada a 750 g (ea) hal.
Resistencia intermedia (RR’): sobreviviente a dosis de hasta 1000 g (ea) ha.
Resistencia elevada (R’R’): sobreviviente a dosis de hasta 3000 g (ea) ha-l.
Finalmente, al repetir los cruzamientos y auto-fecundaciones descriptos
previamente a partir de plantas seleccionadas de la descendencia del cruzamiento
Rel2 x Sc12 y su reciproco (Tabla 36), se obtuvieron resultados consistentes a los
mostrados antes. Segregaciones 1:1 de individuos susceptibles y moderadamente
resistentes fueron obtenidas al cruzar plantas de resistencia intermedia (RR’) por
susceptibles (RR) (Tabla 37). En tanto, la autofecundacién de plantas susceptibles
dieron toda la descendencia susceptible a glifosato (Tabla 37; Figura 43) y la progenie
de los fenotipos de resistencia intermedia (RR’) presentaron una segregacion 1:2:1
producto de la autofecundacién (Tabla 37; Figura 43). Por dltimo, la descendencia
obtenida de la autofecundaciéon de una planta altamente resistente (R'R’) fue toda
resistente al mismo nivel que el progenitor (Tabla 37; Figura 43).
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Figura 42. Progenie de Rel2 x Sc 12 tratada con una dosis de glifosato de 750 g (ea)
hal a 15 dias post-aplicacion: plantas sobrevivientes (izquierda) y controladas
(derecha).

Marcos Yanniccari — 2014 153



Bases genéticas de la resistencia — RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 37. Progenie obtenida por autofecundacién y cruzamientos dirigidos entre
plantas de resistencia intermedia (Ril3-1, Ri13-2 y Ri13-3), resistencia elevada
(Re13) y susceptibles (Sc13-1 y Sc13-2). Sensibilidad a glifosato de la progenie y
prueba de x? segin el modelo determinado por un gen R de dominancia intermedia.

Cruzamiento/progenitor Susceptible ﬁi‘::f:g;g Riifjszgm Total P
Ri13-1 x Sc13-1 Observado 7 5 0 12
RR’x RR Esperado 6 6 0 12
(1:1)
X2 0,16 0,16 0 0,33 0,84
Sc13-1xRil13-1 Observado 13 12 0 25
RR x RR’ Esperado 12,5 12,5 0 25
(1:1)
X2 0,02 0,02 0 0,04 0,98
Sc13-1xSc13-1 Observado 6 0 0 6
RRx RR Esperado 6 0 0 6
(1)
X2 0 0 0 0 1
Sc13-2xSc13-2 Observado 8 0 0 8
RRx RR Esperado 8 0 0 8
(1)
X2 0 0 0 0 1
Rel3 x Rel3 Observado 0 0 9 9
R'R'XR'R’ Esperado 0 0 9 9
(1)
X2 0 0 0 0 1
Ri13-1 x Ri13-1 Observado 4 7 2 13
RR’x RR’ Esperado 3,25 6,5 3,25 13
(1:2:1)
X2 0,17 0,03 0,48 0,68 0,71
Ri13-2 x Ri13-2 Observado 3 4 4 11
RR’x RR’ Esperado 2,75 5,5 2,75 11
(1:2:1)
X2 0,02 0,4 0,56 1 0,6
Ri13-3 x Ri13-3 Observado 3 5 4 12
RR’x RR’ Esperado 3 6 3 12
(1:2:1)
X2 0 0,16 0,33 0,5 0,77
Susceptible (RR): controlada a 750 g (ea) hal.
Resistencia intermedia (RR’): sobreviviente a dosis de hasta 1000 g (ea) ha'.
Resistencia elevada (R'R’): sobreviviente a dosis de hasta 3000 g (ea) ha-1.
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Figura 43. Progenie tratada con una dosis de glifosato de 750 g (ea) hal a 15 dias
post-aplicacién: descendientes de Re13 x Re13 (izquierda), Ri13-1 x Sc13-1 (centro) y
Sc13-2 x Sc13-2 (derecha).

Los presentes resultados indican que la resistencia a glifosato de la poblacion
problema de Lolium perenne, estaria regulada por un gen nuclear de herencia
mendeliana con dominancia incompleta, transmitido por el polen y sin efectos de
herencia citoplasmatica. Estos resultados coinciden con las evidencias obtenidas a
partir de una poblacién australiana de Lolium rigidum resistente a glifosato (Lorraine-
Colwill et al, 2001). Los autores indican que un gen semi-dominante codifica la
resistencia a glifosato. Sin embargo, no se descarta que otros genes tengan cierta
importancia en la supervivencia de la planta cuando es tratada con bajas dosis del

herbicida (Lorraine-Colwill et al., 2001).

Trabajando con L. multiflorum del sur de Brasil, Vargas et al. (2007)
encontraron que en la F; la resistencia a glifosato presentaba una respuesta
intermedia respecto a los padres susceptible y resistente. Estos investigadores
emplearon una dosis de glifosato de 720 g (ea) hal para discriminar entre plantas
susceptibles y medianamente resistentes, similar a la empleada en el presente trabajo.

Asimismo, usando esa dosis de glifosato, en la F2 hallaron una segregacion 3:1 de
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resistentes:susceptibles sugiriendo que un Unico gen seria el responsable de la

resistencia al herbicida.

En diferentes especies resistentes a glifosato, mas alla del género Lolium, como
Eleusine indica y Conyza canadensis, se ha demostrado que la resistencia al herbicida
estaria regulada por el genoma nuclear y resultaria parcialmente dominante sobre la
susceptibilidad (Ng et al., 2004a; Zelaya et al., 2004). Sorprendentemente, diferentes
mecanismos de resistencia serian los responsables de la supervivencia de las plantas

pero compartirian el mismo tipo de herencia.

En el caso de Eleusine indica, el gen de resistencia estaria relacionado a una
variante resistente de la enzima EPSPs que presenta una mutacién puntual (Baerson
et al, 2002; Ng et al., 2004b). Por otra parte, la base de la resistencia en Conyza
canadensis parece ser un mecanismo de secuestro del herbicida en la vacuola (Ge et

al,, 2010).

En Amaranthus palmeri resistente a glifosato, el incremento en el nimero
copias del gen que codifica la EPSPs es la base de la resistencia, este rasgo se hered6
como un caracter monogénico en mas del 50 % de los casos estudiados (Chandi et al,,
2012). Sin embargo, en esa misma especie, también existen antecedentes donde la
resistencia a glifosato parece ser poligénica (Chandi et al., 2012; Mohseni-Moghadam

etal, 2013).

Simarmata et al. (2005) al estudiar una poblacién de Lolium rigidum resistente
a glifosato de Norteamérica, encuentran que la resistencia dependeria del efecto de
dos genes. En la F2 encuentran una segregacion 1:14:1, donde los fenotipos extremos
poseen la misma sensibilidad a glifosato que las plantas que le dieron origen a la Fi:
una planta susceptible a una dosis 8 veces menor a la recomendada y otra resistente a
una dosis 8 veces mayor a la recomendada. En tanto, la mayor parte de la progenie

mostré un grado intermedio de sensibilidad al glifosato.

Por otra parte, estudios realizados en Australia sobre varias poblaciones de

ryegrass resistente a glifosato, han demostrado que en la mayoria de los materiales la

Marcos Yanniccari — 2014

156



Bases genéticas de la resistencia — RESULTADOS Y DISCUSION

resistencia se hered6 como un caracter regulado por un gen nuclear. Sin embargo, el
grado de dominancia del gen resistente presentaria cierta variacidn, que irfa desde la
dominancia intermedia a la dominancia completa, dentro de las dosis de glifosato

probadas (Wakelin y Preston, 2006b).

Si bien los resultados demuestran que el gen de resistencia a glifosato en la
poblacién estudiada en el presente trabajo no es totalmente dominante, a las dosis
normalmente empleadas en condiciones de campo, las plantas heterocigotas
muestran suficiente insensibilidad al herbicida como para sobrevivir a las
aplicaciones. Como concluyen Lorraine-Colwill et al. (2001), a las dosis recomendadas

a campo, el gen de resistencia podria mostrarse como un caracter dominante.

Gressel (2009) ha indicado que es necesario emplear multiples dosis de
herbicida para poder interpretar la herencia de la resistencia discriminando entre
casos de resistencia monogénica o poligénica. Cuando se emplea una unica dosis de
herbicida, relativamente baja, los efectos de multiples factores podrian presentar una
segregacion similar a la de un Unico gen mayor. Sin embargo, al incrementar la dosis
podrian detectarse los efectos de varios genes. En este sentido, en el presente trabajo
se emplearon tres dosis de glifosato para caracterizar la descendencia de los

cruzamientos dirigidos.

En funcién de los aspectos de la herencia de la resistencia a glifosato y el
elevado grado de alogamia que presenta L. perenne, bajo una continua presiéon de
seleccidn con el herbicida, la frecuencia de plantas resistentes podria incrementarse
en unas pocas generaciones. Esto explicaria la evolucién de la resistencia a glifosato
en esta poblacion, luego de 12 afios de uso del herbicida, como se indic6 antes, y la

difusion del problema en la region.

Herencia de la resistencia en hibridos de Lolium multiflorum x Lolium perenne

Como se indic6 al inicio de este trabajo, tanto Lolium multiflorum como L.

perenne son especies con alto grado de alogamia y existen antecedentes respecto a la
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capacidad de generar hibridos espontdneamente (Ellstrand y Hoffman, 1990). Ambas
especies son malezas frecuentes en el sur de la provincia de Buenos Aires y tanto L.
perenne como L. multiflorum han resultado ser problematicas en los ultimos afios por
su resistencia a herbicidas (Vigna et al., 2008; Diez de Ulzurrun y Leaden, 2012;

Yanniccari et al,, 2012).

Dilucidada la herencia de la resistencia a glifosato en L. perenne, se evalué la
capacidad del caracter de ser transmitido a la descendencia hibrida mediado por el
polen. En esta via, al forzar el cruzamiento de L. multiflorum x L. perenne (resistente
R’R’, Rel3) s6lo un 20 % de las plantas dieron descendencia viable. En total, se
consiguié obtener 10 plantas hibridas que fueron evaluadas segin su sensibilidad a

glifosato.

Al estado de macollaje, los hibridos presentaron caracteres intermedios en
cuanto al largo y ancho de las ldminas foliares y produccién de biomasa aérea (Figura
44). En floracion, otros caracteres mostraron rasgos intermedios en el hibrido:
numero de espiguillas por espiga (L. perenne: 17,5; L. multiflorum: 27,5 e hibrido:
20,7), namero de flores por espiguilla (L. perenne: 5, L. multiflorum: 13,5 e hibrido:
9,3), longitud de las glumas (L. perenne: 11 mm, L. multiflorum: 7 mm e hibrido: 9 mm)
y presencia de aristas (L. perenne: sin arista; L. multiflorum: aristado e hibrido: flores

del tercio apical brevemente aristadas) (Figura 45).

Los marcadores morfologicos son de gran utilidad para la deteccién de hibridos
entre L. perenne y L. multiflorum por su robustez y su sencilla determinacién (Deniz y
Dogru, 2007). Ryan et al. (2006) emplearon el caracter presencia/ausencia de aristas
conjuntamente con marcadores moleculares (microsatélites) para detectar

hibridaciones entre ambas especies de ryegrass.
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Figura 44. Plantas de Lolium perenne (izquierda), descendencia hibrida de L.
multiflorum x L. perenne (centro) y L. multiflorum (derecha).

Figura 45. Espigas de Lolium perenne (izquierda), descendencia hibrida de L.
multiflorum x L. perenne (centro) y L. multiflorum (derecha).
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Cuando las plantas presentaban de dos a tres macollos, se evalu6 la
sensibilidad de los hibridos a una dosis de glifosato de 750 g (ea) ha1, se encontr6 que
toda la descendencia hibrida era resistente. Sin embargo, cuando se aplic6 una dosis
de 3000 g (ea) ha! todos los hibridos fueron controlados. En cada caso, los hibridos se
compararon con la descendencia obtenida de la autofecundaciéon de los padres L.

multiflorum (control susceptible) y L. perenne (control resistente) (Figura 46).

Figura 46. Plantas de Lolium perenne (izquierda), descendencia hibrida de L.
multiflorum x L. perenne (centro) y L. multiflorum (derecha) a 10 dias (a) y 20 dias (b)
de la aplicacion de una dosis de glifosato de 750 g (ea) ha-l.
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No existen antecedentes que muestren la evaluacién de la herencia de la
resistencia a glifosato en hibridos de L. multiflorum x L. perenne. No obstante, la
estrecha relacion entre estas especies ha despertado el interés de investigadores de la
disherbologia (Dinelli y Lucchese, 1999; Dinelli et al., 2004). Dentro de la comunidad
de malezas de una amplia regién de Italia, se han evaluado diferentes ecotipos de
ryegrass de variable sensibilidad a diclofop-metil. En cada poblacion se encontré un
40-60 % de hibridos tanto intra-genéricos como producto del cruzamiento con
Festuca spp, sin embargo no se hallaron relaciones entre la afinidad taxondmica de las

plantas y la resistencia al mencionado herbicida (Dinelli et al., 2002).

Los resultados presentados en esta seccion, indican que el modelo de herencia
de la resistencia a glifosato, basado en un gen nuclear con dominancia incompleta,
también se ajustaria al caso de los hibridos entre L. multiflorum (susceptible) y L.
perenne (resistente). En consecuencia, estos aspectos muestran el riesgo de la difusion
de la resistencia, no so6lo entre plantas de la misma especie sino también hacia una

especie afin como L. multiflorum.

Estudio del flujo de genes de resistencia

Numerosos trabajos han focalizado su interés en el estudio de los cambios de la
frecuencia génica de una poblaciéon debido a la migraciéon de individuos, grupos de
individuos o gametas, entre poblaciones (Wright, 1931). Este movimiento de
individuos y gametas en el espacio, ha sido definido como “flujo génico” (Slatkin,
1987) y su trascendencia sobre las propiedades ecoldgicas y evolutivas de las

poblaciones han motivado su estudio (Hanski y Gilpin, 1997).

Con la introduccién de cultivos transgénicos, los estudios de flujo génico han
cobrado especial interés al momento de evaluar el riesgo de determinados eventos
(Chapman y Burke, 2006; Mallory-Smith y Zapiola, 2008). Asimismo, a partir de la
deteccién de malezas resistentes a herbicidas, el estudio de la dispersion de la

resistencia mediada por el polen o las semillas ha comenzado a ser abordado para
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predecir la dinamica del problema (Dauer et al., 2007; Busi et al., 2008; Délye et al.,
2010).

La migracion de malezas entendida como una dispersién espacial de
propagulos, ha sido relacionada a la adaptaciéon de las plantas para diseminar su
descendencia a través de vectores como el viento, el agua, los animales y la accion
antroépica (Bakker, 1996). Existen antecedentes donde se ha estudiado el mecanismo
de abscisidon de semillas de Lolium perenne durante post-maduracién como primera
condicién necesaria para su dispersiéon espacial, y la influencia del ambiente en ese

proceso (Elgersma et al., 1988).

Si bien la dindmica de la dispersién de semillas de malezas con cierto grado de
adaptacion a tal fin, resulta importante al estudiar procesos de enmalezamiento, en
Lolium perenne el nivel de flujo génico mediado por el polen ha resultado ser 3,5 veces
mayor que el flujo por dispersion de semillas (Balfourier et al., 2000). En funcién de
esto, en el presente trabajo se ha limitado el estudio del flujo génico al movimiento de

gametas en el espacio, es decir a través del polen.

El mecanismo de polinizacion juega un importante rol en la determinacion de
los niveles de flujo génico y los patrones de micro-evolucién en las plantas
(Govindaraju, 1988). Considerando el elevado nivel de alogamia de L. perenne y la
importancia del viento como vector de dispersion del polen, el objetivo de esta seccion
fue evaluar la importancia del flujo efectivo de genes de resistencia (i. e. granos de

polen capaces de polinizar una flor) en la region problema.

Se evalud la progenie de plantas sembradas a distintas distancias de la parcela
donde se cultivoé una poblacidon de Lolium perenne resistente a glifosato empleada
como fuente de genes de resistencia. A través de diferentes estudios de sensibilidad a
glifosato realizados sobre las diferentes progenies, se estim6 la relaciéon entre la

distancia de la fuente de resistencia y el efecto del flujo de genes mediado por el polen.
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Sensibilidad a glifosato de la progenie germinando en presencia del herbicida

Al evaluar el efecto del glifosato sobre el porcentaje de germinacién, no se
encontro evidencia estadistica (P > 0,05) que permita afirmar que la variacion en el
numero de semillas germinadas se deba a la distancia a la cual fueron cultivadas las
plantas trampa respecto de la poblacién resistente (Tabla 38). En este sentido, la
concentracion de glifosato empleada, no permiti6é distinguir la descendencia de las
plantas susceptibles en aislamiento respecto a las resistentes (Tabla 38). El porcentaje
de germinacién de las semillas cultivadas en glifosato a razéon de 42 mg (ea) L1, vario

en un rango de 52 a 71,3 %.

Tabla 38. Anilisis de la varianza de la germinaciéon de semillas en presencia de
glifosato: efecto de la progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne cultivadas a
distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas de la parcela de
plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela sobre el
porcentaje de germinacidn.

Fuente de variaciéon GL CM P
Progenie 10 28,0 0,75
Error 22 42,7

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Aunque no se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion, el crecimiento plumular de las plantulas cultivadas en la mencionada
concentracion de glifosato, dependi6 de forma altamente significativa de la distancia
entre las plantas madre y la fuente de genes de resistencia (Tabla 39). Asimismo, en
este andlisis se incluyeron los controles positivo (progenie de plantas de la parcela
resistente) y negativo (descendencia de plantas susceptibles aisladas durante la

floracion).
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Tabla 39. Analisis de la varianza del crecimiento plumular de semillas en presencia de
glifosato: efecto de la progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne cultivadas a
distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m y aisladas) de la parcela de
plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela sobre la longitud
de la plumula.

Fuente de variacion GL CM P
Progenie 10 2120 <0,001
Error 22 74,4

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

El crecimiento plumular acusé diferencias entre las distintas progenies
dependiendo de la distancia a la fuente de resistencia. Los mayores valores de
longitud plumular se registraron en la descendencia de las plantas resistentes (Figura
47). En tanto, el crecimiento de la plimula de la descendencia de las plantas
susceptibles aisladas, resultd estar entre los menores valores promedio (Figura 47).
Consistentemente, la progenie de plantas susceptibles cultivadas en torno a la parcela
resistente (0 m) fue menos sensible al herbicida que la descendencia proveniente de

plantas localizadas a mayor distancia (215 m) (Figura 47).

Estos resultados concuerdan con los presentados antes, al evaluar las semillas
descendientes de la poblacion problema para la detecciéon de la resistencia. Al
determinar la respuesta de semillas a glifosato, el porcentaje de germinacion result6

ser un parametro menos sensible que el crecimiento plumular.
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Figura 47. Crecimiento plumular de semillas germinando en presencia de glifosato
(42 mg (ea) L1): progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne cultivadas a
distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas (S) de la parcela de
plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela (R). Se muestran
los valores promedio y las barras representan el error estandar de la media. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

Ademas de lo indicado, los efectos de ciertos fenotipos resistentes podrian no
ser detectados en la progenie debido a que en la comparacién de valores promedio,
una baja proporcion de individuos resistentes tendria un importante efecto sobre la
dispersion de los datos. En funcion de esto, se comparo el crecimiento plumular de la
progenie considerando la distribucion de frecuencias para cada grupo de

descendientes (Tabla 40).

Contrastando las frecuencias de cada progenie respecto a la de la descendencia
de plantas susceptibles aisladas, se encontraron diferencias significativas en aquellas
descendientes de plantas ubicadas a 0, 15 y 25 m de la fuente de resistencia. También,
la progenie resistente se diferenci6 significativamente de la descendencia de las
plantas susceptibles aisladas (Tabla 40). En este sentido, mas del 40 % de los
individuos de la progenie resistente se hall6 dentro de las tres clases de mayor

longitud plumular (30-40, 40-50 y 50-60 mm), mientras que en esas mismas clases se
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encontraron menos del 2 % de las plantulas de la descendencia susceptible en

aislamiento (Tabla 40, Figura 48).

Tabla 40. Distribucién de frecuencias relativas (%) de la longitud plumular de
plantulas (medida a los 7 dias de germinacion en presencia de glifosato) de la
progenie de plantas de Lolium perenne susceptible, cultivadas a distintas distancias
(m) de la poblacion resistente a glifosato y en aislamiento (S aislado).

Progenie Clases (mm)
0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60

Resistente * 10,1 27,0 22,5 29,2 10,1 1,1
Om* 11,1 47,5 28,3 51 7,1 1,0
15m* 43,9 35,4 12,2 6,1 2,4 0,0
25m* 31,6 48,4 16,8 1,1 2,1 0,0
35m 43,0 53,2 2,5 1,3 0,0 0,0
45m 53,3 41,0 4,8 1,0 0,0 0,0
55 m 38,5 50,0 9,0 1,3 1,3 0,0
65 m 40,4 51,1 7,4 1,1 0,0 0,0
75 m 39,1 50,0 8,7 2,2 0,0 0,0
85m 44,7 37,6 12,9 2,4 1,1 0,0
S aislado 49,1 41,8 7,3 0,9 0,9 0,0

* La distribucién de frecuencias difiere significativamente (P < 0,05) del susceptible en aislamiento (S aislado).

La progenie de las plantas cultivadas a 0 m de la poblacidn resistente, mostro
un incremento de individuos de baja sensibilidad a glifosato comparado a la
descendencia susceptible en aislamiento. Mas del 13 % de las plantulas fueron
categorizadas dentro de las tres clases de mayor longitud plumular, esto representa
un incremento de mas de 7 veces respecto al susceptible aislado. Del mismo modo, al
comparar la progenie de plantas cultivadas a 15 y 25 m de la fuente de genes de
resistencia, el incremento en el nimero de individuos de baja sensibilidad resulté ser

de mas de cuatro veces y casi dos veces, respectivamente.

Al emplear los valores promedio, el avance genético relativo hacia la
resistencia a glifosato en las descendientes de plantas sembradas a 0, 15 y 25 m,

respecto a la progenie susceptible en aislamiento, fue de 81 %, 27 % y 23 % en forma
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respectiva. Estas evidencias muestran que ha existido un flujo de genes de resistencia,

dependiente de la distancia, desde la parcela resistente hacia las plantas trampa.

Figura 48. Semillas en germinaciéon embebidas con una concentracion de glifosato de
42 mg (ea) L1: progenie de las plantas “fuente de genes de resistencia” (R), de plantas
susceptibles distanciadas a 0, 15, 25 y 35 m de la poblacién resistente y de plantas
susceptibles aisladas durante la floracion (S).

Sensibilidad a glifosato de la progenie en macollaje: efecto del herbicida sobre el

crecimiento longitudinal de las hojas

Al aplicar una dosis de glifosato de 1000 g (ea) ha!l el crecimiento longitudinal
de las hojas registrado a las 72 horas post-aplicacion, dependi6é de forma altamente
significativa de la progenie considerada (Tabla 41). La descendencia de plantas
susceptibles aisladas durante la floracidn, se diferenciaron (P < 0,05) de la progenie de

las plantas resistentes. Estas ultimas, bajo los efectos del herbicida, crecieron un 41 %
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mas que las susceptibles (Figura 49). Entre ambos grupos de descendientes, la
progenie de las plantas trampa se diferenci6 significativamente de una o de otra
descendencia dependiendo de la distancia a la que estuvo sembrada la planta madre

de la fuente de resistencia (Figura 49).

Tabla 41. Analisis de la varianza del crecimiento de las hojas en post-aplicacion de
glifosato: efecto de la progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne cultivadas a
distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas de la parcela de
plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela sobre el
crecimiento longitudinal de las hojas a 72 horas post-aplicacion.

Fuente de variaciéon GL CM P
Progenie 10 68,12 <0,001
Error 99 12,07

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

La progenie de plantas ubicadas a 0, 15 y 25 m de la parcela resistente,
mostraron un crecimiento longitudinal de hojas similar a la descendencia de plantas
resistentes (P > 0,05), mostrando diferencias significativas respecto a la progenie de
plantas susceptibles en aislamiento (Figura 49). En tanto, aquellas cosechadas sobre
los individuos trampa a 35 m, mostraron un crecimiento intermedio entre la progenie
resistente y la descendencia de plantas aisladas, sin diferenciarse significativamente

de ninguno de los dos grupos (Figura 49).

A distancias superiores a los 35 m de la fuente de resistencia, no se han
detectado diferencias significativas respecto a las plantas susceptibles en aislamiento.
Esto indica que, al menos con esta metodologia empleada, no habria evidencia que
demuestre que el flujo de genes de resistencia llegue a tener efectos sobre la baja

sensibilidad a glifosato en descendientes de plantas distanciadas a mas de 35 m.
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Figura 49. Crecimiento longitudinal de hojas a las 72 horas post-aplicacién de una
dosis de glifosato de 1000 g (ea) ha'l: progenie de plantas susceptibles de Lolium
perenne cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas
(S) de la parcela de plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-
parcela (R). Se muestran los valores promedio y las barras representan el error
estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

Sensibilidad a glifosato de la progenie en macollaje: efecto del herbicida sobre el

porcentaje de control

El control de plantas en macollaje, empleando una dosis de glifosato de 1000 g
(ea) hal, dependi6 significativamente de la progenie considerada (Tabla 42). En
consistencia con las evaluaciones presentadas previamente, la descendencia de
plantas resistentes se diferencio significativamente de la progenie de plantas
susceptibles aisladas (Tabla 43). En tanto, el porcentaje de control sobre la
descendencia de plantas resistentes no llegd al 50 % y la progenie de las plantas

susceptibles en aislamiento, super6 el 90 % de control (Tabla 43).
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Tabla 42. Analisis de la varianza del porcentaje de control con glifosato: efecto de la
progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne cultivadas a distintas distancias
(0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas de la parcela de plantas resistentes a
glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela, sobre el porcentaje de control de
plantas a 10 dias post-aplicacion.

Fuente de variacion GL CM P
Progenie 10 20,44 <0,001
Error 44 0,99

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

Ante la variacién genética entre la descendencia de plantas susceptibles y
resistentes, la progenie de las plantas trampa ubicadas a 0 m no se diferenci6 (P >
0,05) de la poblacion resistente (Tabla 43). En este sentido, se comprob6 un fuerte

efecto del flujo de genes de resistencia entre plantas vecinas.

Al considerar distancias mayores, sélo a los 15 m de la fuente de resistencia
se detectd una significativa disminucién del porcentaje de control respecto a las
plantas susceptibles en aislamiento (Tabla 43). Empleando la dosis indicada
previamente, mas alld de los 15 m de las plantas resistentes no se encontré una
alteracion significativa en el porcentaje de control de las distintas descendientes

(Tabla 43).

En evaluaciones realizadas a 20 dias post-aplicacién, el porcentaje de control
se incrementd en todos los casos pero la tendencia indicada se mantuvo y sélo en la
progenie de plantas trampa ubicadas a 0 y 15 m se encontraron plantas

sobrevivientes al tratamiento (Figura 50).
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Tabla 43. Porcentaje de control de la progenie de plantas susceptibles de Lolium
perenne cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas
de la parcela de plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela
(Resistente) a 10 dias post-aplicacién de una dosis de glifosato de 1000 g (ea) ha-l.
Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

Progenie Control (%)

Resistente 49,0 a
0Om 38,3 a
15 m 62,7b
25m 89,9 c
35m 96,6 c
45 m 89,3 ¢
55m 89,2 c
65 m 89,9 c
75 m 86,7 c
85 m 96,4 c

S aislado 93,0c

Al evaluar la supervivencia de los diferentes grupos de descendientes, luego de
la aplicacién de las siguientes dosis de glifosato: 0, 500, 1000 y 2000 g (ea) ha’l, se
encontro que el nivel de control dependid de la interaccion entre la dosis y la progenie
(Tabla 44). Las variaciones observadas en el porcentaje de control de las diferentes
progenies (a 20 dias post-aplicacidn), concuerdan con los registrados en el ensayo

presentado previamente (Tabla 45).
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Figura 50. Control de la progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne
cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas (S) de la
parcela de plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela (R) a
10 dias (a) y 20 dias (b) post-aplicacién de una dosis de glifosato de 1000 g (ea) ha.

Tabla 44. Analisis de la varianza del porcentaje de control con glifosato: efecto de la
dosis (0, 500, 1000 y 2000 g (ea) ha'l), de la progenie de plantas susceptibles de
Lolium perenne cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75,85 m) y
aisladas de la parcela de plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-
parcela, y la interaccidn doble sobre el porcentaje de control de plantas a 20 dias post-
aplicacion.

Fuente de variacion GL M P
Dosis 3 733,5 <0,001
Progenie 10 11,57 <0,001
Dosis*Progenie 30 2,47 <0,001
Error 88 0,33

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

A dosis de glifosato de hasta 1000 g (ea) ha’l, el porcentaje de control de la
progenie de plantas ubicadas a 0, 15 y 25 m de la parcela resistente, difirio
significativamente del control susceptible, aislado durante la floracién (Tabla 45,
Figura 51). Asimismo, mas alla de los 35 m, el efecto del flujo de genes de resistencia

no ha sido detectado en la descendencia de las plantas trampa (Tabla 45).
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Tabla 45. Porcentaje de control de la progenie de plantas susceptibles de Lolium
perenne cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 m) y aisladas
de la parcela de plantas resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela
(Resistente) a 20 dias post-aplicaciéon de diferentes dosis de glifosato. Letras distintas
indican diferencias significativas (P < 0,05).

Control (%)
Progenie
500g (ea) ha!  1000g (ea) hal 2000 g (ea) ha!
Resistente Oa 47 a 67 a
0Om 34 bc 84b 100b
15m 24b 85b 100b
25m 4a 93 bc 100 b
35m 44 c 100 c 100 b
45 m 44 c 100 c 100 b
55m 47 c 100 c 100 b
65m 34 bc 100 c 100b
75m 37 bc 100 c 100b
85m 40 bc 100 c 100b
S aislado 47 c 100 c 100 b

Por otra parte, en la Tabla 45 se advierte que cuando la dosis es de 2000 g (ea)
ha-1, las variaciones en la sensibilidad a glifosato de la descendencia de plantas trampa
no son detectadas. Esto es consistente con el modelo herencia propuesto, donde un
gen mayor con dominancia incompleta seria el responsable de la resistencia a
glifosato. En este sentido, las plantas heterocigotas para este gen son detectadas en

macollaje a dosis de hasta 1000 g (ea) hal.
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Figura 51. Control de la progenie de plantas susceptibles de Lolium perenne
cultivadas a distintas distancias (0, 15, 25 m) y aisladas (S) de la parcela de plantas
resistentes a glifosato y de plantas cosechadas intra-parcela (R) a 20 dias post-
aplicacion de una dosis de glifosato de 0, 500, 1000 y 2000 g (ea) hal.
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El primer estudio de dispersion de polen de Lolium perenne fue realizado por
Griffiths (1950). En ese trabajo, se muestra que el efecto del flujo génico es altamente
dependiente de la distancia, consistentemente con los resultados presentados aqui. En
funcion de las evidencias halladas, el investigador sugiere que los distanciamientos
que garantizarian el aislamiento entre poblaciones de ryegrass rondarian los 90 m de

distancia.

Mas recientemente, se han realizado estudios tendientes a dilucidar la
influencia de la distancia y la direccién del viento sobre la dispersiéon del polen de
Lolium perenne (Giddings et al., 1997a; Giddings et al, 1997b). Estos autores
encuentran que, luego de que los granos de polen son liberados, su deposicién es
dependiente de la distancia. A mas de 20 m de la fuente de polen, el nimero de granos
de polen hallados es aproximadamente inferior al 10 % del total de granos hallados a
0 m (Giddings et al., 1997a). Sin embargo, los mismos investigadores indican que no
siempre la dispersiéon del polen es proporcionalmente afectada por la distancia,
debido a que otros factores como la velocidad del viento y las turbulencias podrian

alterar el patrén de distribucién en el espacio.

En esos estudios realizados por Giddings y colaboradores (1997a; 1997b),
efectuaron los recuentos de granos de polen de Lolium perenne empleando
dispositivos similares a las trampas de esporas. Por lo tanto, para relacionar los
resultados de dispersion del polen y el flujo efectivo de genes habria que considerar la
produccion de polen de plantas vecinas a las plantas trampa y sus efectos
competitivos con el producido por la fuente de polen a analizar (Dafni y Firmagi,
2000; Rognli et al., 2000). En el ensayo del presente trabajo, el polen de plantas
susceptibles vecinas habria competido con el polen resistente, como seria esperable

en condiciones agroecoldgicas habituales.

Existen modelizaciones y experimentos donde se presume que el polen de
Lolium spp. podria llegar a distanciarse de la planta madre a un kildémetro o mas

(Giddings, 2000; Busi et al., 2008). Sin embargo, en estos casos habria que considerar
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que la longevidad del grano de polen es un importante factor para garantizar su

viabilidad y la oportunidad de fecundacién (Dafni y Firmagi, 2000).

El incremento de la distancia entre las plantas trampa y la fuente de polen
resistente debe realizarse asegurandose que en el area a trabajar (y mas alla) no
existen otras plantas resistentes que puedan alterar el gradiente generado. Esta
condicidén sin duda limita la posibilidad de realizar ensayos a grandes distancias. Sin
embargo, en el presente estudio, el experimento se llevd a cabo dentro de la CEI
Barrow, donde hasta el momento del ensayo no se han registrado casos de resistencia,

tampoco en establecimientos vecinos.

Busi et al. (2008) han evaluado el flujo génico de Lolium rigidum resistente a
inhibidores de la acetolactato sintasa, en Australia. Precisamente en una regiéon no
cultivada, libre de L. rigidum, al sudoeste de ese pais. Alli los investigadores
encontraron que el flujo de genes de resistencia podian alcanzar los 3 km de distancia
desde las plantas madre. Sin embargo, los mismos autores indican que la amplia
distribucién de L. rigidum resistente en ese pais, podria haber constituido una
vastisima fuente de polen resistente que, sometida a los vientos, contribuiria a
incrementar su deriva a grandes distancias. Segun Busi y colaboradores, este hecho
explicaria las diferencias con los resultados de ensayos realizados a distancias mas
acotadas como los de Giddings et al. (1997ab), similares al abordaje realizado en el

presente trabajo.

Contrastando los resultados de las diferentes pruebas realizadas, tendientes a
distinguir alteraciones en la frecuencia de fenotipos resistentes de las distintas
progenies de plantas trampa, se advierte que las evaluaciones de crecimiento
plumular y de crecimiento longitudinal de hojas han sido las mas sensibles. En este
sentido, los desvios de la distribucion de frecuencias del largo de la plumula de la
descendencia respecto a la de la progenie de plantas susceptibles en aislamiento,
permitieron detectar el efecto del flujo génico hasta los 25 m de distancia de la fuente

de polen resistente. Por su parte, las mediciones del crecimiento longitudinal de hojas
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reflejaron los efectos del glifosato sobre la actividad meristematica, evidenciando que

el flujo efectivo de genes de resistencia alcanzaria los 35 m.

En el caso de las semillas en germinacién con glifosato, el alto nimero de
individuos analizados (150 por progenie) y los efectos de las resistentes sobre el
desvio de la distribucién de frecuencias, seria la base de la robustez del experimento.
En tanto, la sensibilidad de la prueba de crecimiento longitudinal de hojas en post-
aplicacion mostr6 grandes diferencias entre plantas susceptibles y resistentes,
consistentes con los resultados presentados en el capitulo previo. Esto permiti6
detectar el efecto de genes de resistencia en las distintas progenies al comparar los

crecimientos promedio.

Por otra parte, las evaluaciones determinadas sobre el porcentaje de control en
plantas en macollaje tratadas con glifosato, también permitieron distinguir
alteraciones de la frecuencia de plantas susceptibles. Sin embargo, fue menor el
numero de plantas evaluadas, dado que para evaluar un elevado numero de
individuos se requiere una gran infraestructura. Al reducir el nimero de plantas

evaluadas se condiciona la sensibilidad del ensayo.

Como se indic, el efecto de genes de resistencia fue detectado en la progenie
de plantas trampa ubicadas hasta 35 m de la fuente de resistencia. Los resultados de la
presente seccién muestran la importancia del flujo de genes de resistencia, si bien este
efecto es conspicuo de 0 a 15 m, flujos mayores serian trascedentes al momento de
incrementar la frecuencia inicial de plantas resistentes (Busi et al., 2011). Este hecho,
sumado a condiciones de continua presion de seleccién con glifosato, conduciria a una

importante dispersion del problema a nivel regional, como ciertamente ha ocurrido.

En ese sentido, el flujo de genes y los efectos de la resistencia sobre la tasa
reproductiva neta de las plantas han sido identificados como dos factores claves para
la modelizacion de la dinamica de malezas resistentes a herbicidas (Maxwell et al.,
1990). Pese a su importancia, el flujo génico ha sido mayormente abordado para

estudiar el riesgo de hibridaciones entre cultivos transgénicos y malezas (Lu y Yang,
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2009; Londo et al, 2010; Mallory-Smith y Olguin, 2011) mas que como factor de

dispersion de genes de resistencia a herbicidas entre poblaciones de malezas.

Visto desde otro sentido, el flujo de genes fue propuesto como una interesante
alternativa para el manejo de Lolium multiflorum resistente a diclofop-metil en
Oregon (Ghersa et al, 1994). En agro-ecosistemas dedicados al cultivo de trigo e
infestados con esa maleza resistente, los investigadores citados sugieren suspender
las aplicaciones del herbicida y cultivar una variedad de ryegrass anual (l6gicamente
susceptible) donde el flujo de genes de susceptibilidad y la habilidad competitiva del

cultivar conlleven a una reduccion de la frecuencia de plantas resistentes.

La posibilidad de manejo o control del flujo génico mediado por el polen es
reducida una vez que la planta ha llegado al estado reproductivo (Busi et al., 2011).
Por lo tanto, es importante controlar aquellas plantas resistentes aisladas antes que
lleguen a florecer. Asimismo, en las tacticas de prevencion hay que considerar que las
primeras plantas que presentaran cierto grado de insensibilidad a glifosato, debido al
flujo de genes de resistencia de poblaciones cercanas, seran heterocigotas. En funcion
de esto, debido a la dominancia incompleta del alelo de resistencia resultaran
resistentes o susceptibles dependiendo de la dosis de glifosato aplicada. Por lo tanto,

es esencial evitar el empleo de dosis sub-recomendadas.
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Implicancias adaptativas de la resistencia

Cuando una poblacidn es expuesta a la seleccion con un determinado herbicida,
la evolucion de la resistencia al herbicida requiere de una poblaciéon que presente
variacién genética respecto a la sensibilidad a ese principio activo. Sin embargo, el
efecto neto de seleccion de resistencia es condicionada por los beneficios y costos de
los genes de resistencia (Baucom y Mauricio, 2004). Bajo una elevada presion de
seleccion, los beneficios de la resistencia a herbicidas han sido asociados a una fuerte
seleccidn de alelos que permiten la supervivencia y reproduccién de la planta, a pesar
de cualquier efecto pleiotropico negativo sobre la capacidad adaptativa (i. e. costos
adaptativos 6 penalidades bioldgicas) (Bergelson y Purrington, 1996; Roux et al.,

2004; Vila-Aiub et al,, 2005; Tardif et al., 2006).

En ausencia de la presién de seleccion, el costo o penalidad bioldgica juega un
importante rol evolutivo al prevenir la fijacion de alelos adaptativos y contribuye al
mantenimiento del polimorfismo genético dentro de las poblaciones (Antonovics y
Thrall, 1994). Previo al inicio de un proceso de selecciéon con determinado herbicida,
los genotipos resistentes a herbicidas son raros en las poblaciones de malezas; en
tanto, los costos biologicos de la resistencia, junto a la deriva genética aleatoria, son

los factores ecoldgicos que explican esa baja frecuencia (Preston y Powles, 2002).

Las penalidades biolégicas asociadas a los genes de resistencia son evidentes
pero no universales entre las especies de plantas (Vila-Aiub et al., 2009). Existen
dificultades para medir la expresiéon y magnitud del costo de la resistencia y, en este
sentido, el control del fondo genético es esencial para atribuir, inequivocamente,

penalidades a los genes de resistencia (Vila-Aiub et al,, 2011).

Actualmente, se conoce muy poco de los costos biologicos asociados a genes de

resistencia a glifosato (Vila-Aiub et al., 2009). Sin embargo, la determinacion de la
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existencia y cuantificacion de las penalidades biol6gicas, permiten entender y predecir
la evolucion de la resistencia a herbicidas en poblaciones de malezas y, ademas, esto
tiene un rol importante al momento de definir las mejores estrategias de manejo de la
resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Jordan et al., 1999; Menchari et al., 2008; Vila-Aiub
et al., 2009). Dado el valor que tiene el glifosato en la agricultura actual y la rapida
dispersion de la resistencia al herbicida en muchas especies de malezas, es importante
cuantificar los efectos de la resistencia a glifosato sobre la capacidad reproductiva

neta de la planta.

(El caracter “resistencia a glifosato”, evaluado a lo largo de este trabajo, esta
asociado a costos biologicos que puedan condicionar la dindmica de las poblaciones
resistentes? En esta seccion se presentan los resultados de experimentos llevados a
cabo con el objeto de detectar si existen penalidades bioldgicas asociadas a la

resistencia a glifosato en Lolium perenne.

Fenologia y hdbito de crecimiento

No fueron detectadas diferencias significativas entre plantas susceptibles y
resistentes a glifosato en cuanto a la duracién del periodo vegetativo y reproductivo
(P =0,79). En promedio para ambos biotipos, el estadio reproductivo comenzé a los
60 dias del trasplante. Similarmente, el nimero de dias desde el trasplante a la
emergencia de la espiga (i. e. espigazdn), no mostrd diferencias entre biotipos (P =
0,39) (Tabla 46). Estos resultados no fueron significativamente distintos en los
experimentos del 2011 y 2012 (P = 0,25). Tanto los biotipos resistente y susceptible a
glifosato presentaron, indistintamente (P = 0,65), plantas de habito de crecimiento
postrado y erecto (55 % y 45 % de plantas erectas y postradas, respectivamente)

(Figura 52).
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Tabla 46. Fenologia del biotipo susceptible y resistente a glifosato de Lolium perenne.
Los dias de cada estadio se contabilizaron desde el dia de trasplante. Se presentan los
valores promedio para los experimentos del afio 2011 y 2012 * el error estandar de la
media (n=36).

- Dias hasta la aparicién del , " Dias a madurez de
Biotipo . p Dias a espigazon
primer nudo aéreo cosecha
Susceptible a glifosato 60,0+1,8 132,0+1,2 196,4 + 1,6
Resistente a glifosato 60,8+2,4 133,8+1,7 194,2+2,1

Figura 52. Plantas erectas y postradas del biotipo resistente y susceptible a glifosato a
60 dias del trasplante en el experimento del afio 2012.

Caracteres adaptativos: andlisis de pardmetros de crecimiento vegetativo

Considerando la altura de las plantas, se encontraron interacciones
estadisticamente significativas: Biotipo x Tiempo y Afio x Tiempo (Tabla 47). Esto
indicé que la altura de las plantas fue diferente entre los biotipos dependiendo del
lapso de dias desde el trasplante. Asimismo, fueron detectadas diferencias entre los

experimentos de ambos afios independientemente del biotipo (Tabla 47). La
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diferencia en la altura de las plantas entre ambos biotipos considerados, fue evidente
en los experimentos del afio 2011 y 2012 (Tabla 47). El biotipo resistente a glifosato
presentd plantas de menor altura (14 % menos, en promedio) comparadas a las
plantas susceptibles (Figura 53). Sin embargo, estas diferencias fueron detectadas
s6lo durante el estado reproductivo (desde los 120 dias desde el trasplante) (Figura

53).

Tabla 47. Resumen del andlisis de la varianza: cuadrado medio (CM), grados de
libertad (GL) y valor de probabilidad (P) para el efecto del biotipo (susceptible y
resistente a glifosato), ano del experimento (2011 y 2012), tiempo (60, 120 y 150 dias
desde el trasplante) y sus interacciones sobre pardmetros vegetativos y productivos.

A Li , . P s
s s Altura de rea fo tar Biomasa Niimero de eso de Indice de
Fuente de variacién de la hoja [ . mil
planta aérea semillas . cosecha
bandera semillas
Biotipo CM=2707 CM =235 CM=44858 (CM=12109 (CM=116 (CM=0,0016
GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=0,044 P=0,32
Afo CM=10117 CM =1396 CM=64,710 (M=18108 C(CM=2,38 (CM=0,0003
GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1
P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P=0,004 P=0,64
Tiempo CM = 41943
GL=2
P<0,001
Biotipo*Afio CM=13 CM =04 CM=3633 CM=12106 CM=032 (CM=0,0017
GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1 GL=1
P=0,3 P=0,83 P=0,17 P=0,66 P=0,28 P=0,3
Biotipo*Tiempo CM =329
GL=2
P=0,026
Afno*Tiempo CM=1,022
GL=2
P<0,001
Biotipo*Afo*Tiempo CM =28
GL=2
P=0,73
Error CM =89 CM=9,7 CM=1926 CM=6,6100 CM=0,27 CM=0,0016
GL =204 GL =68 GL =68 GL =68 GL =68 GL =68
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Figura 53. Altura de plantas susceptibles y resistentes a glifosato a 60, 120 y 150 dias
del trasplante en 2011 (a) y 2012 (b). Se presentan los valores promedio y las barras
verticales indican el error estandar de la media. Los asteriscos sefialan diferencias
significativas (P < 0,05) entre biotipos.

El area foliar de la ldmina de la hoja bandera difiri6 significativamente entre
biotipos (P < 0,001) en ambos afios, sin embargo este parametro no estuvo
condicionado por la interaccién Biotipo x Afio (P = 0,83). No obstante, el area foliar de
la hoja bandera fue significativamente mayor en 2011 que en 2012 (Tabla 47). Las
plantas del biotipo resistente presentaron una menor area foliar de la hoja bandera
del orden del 24,5 %, en promedio, comparado a las plantas pertenecientes al biotipo

susceptible (Figura 54a).
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Figura 54. Area foliar de la hoja bandera (a) y biomasa aérea total (b) producida por
plantas de los biotipos resistente y susceptible a glifosato en 2011 y 2012. Se
presentan los valores promedio y las barras verticales indican el error estandar de la
media.

La biomasa aérea total producida por planta fue diferente entre biotipos (P <
0,001). El factor “Afio” tuvo un efecto significativo sobre la produccion de biomasa (P <
0,001) que fue atribuido a diferentes condiciones hidricas del suelo. En el
experimento del afio 2011, se suministr6 agua por riego como complemento a las
lluvias y la produccién de biomasa aérea fue el doble de la registrada en 2012, no
obstante las diferencias entre biotipos (i. e. el efecto Biotipo) persistié en ambos afos.
La biomasa aérea total producida por plantas susceptibles a glifosato fue

aproximadamente el doble de la determinada en plantas resistentes (Figura 54b).
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Estatus de nitrégeno y fosforo en la hoja bandera

Las diferencias en los parametros de crecimiento asociadas a los biotipos, no se
correspondieron con diferencias en el estatus nitrogenado estimado a partir del
verdor (i. e. valor de SPAD). No se detectaron efectos significativos del biotipo, tanto
como factor principal como en interaccion, sobre el valor de SPAD de la ldamina de la
hoja bandera al estado de floraciéon (Tabla 48). Sin embargo, el factor arfio de los

experimentos explicé la variacion en el verdor de la hoja bandera (Tabla 48).

En el experimento del afio 2012, los valores promedio de SPAD registrados
fueron 20 % menores al del afio previo, en el cual, ademas del agua provista por las
precipitaciones, se suplement6 con riego (Figura 55). Esto se corresponde con las
diferencias detectadas en la produccion de biomasa para ambos afios,

independientemente del biotipo considerado.

Tabla 48. Analisis de la varianza: efecto del biotipo (susceptible y resistente a
glifosato), afio del experimento (2011 y 2012) y la interaccién doble sobre el verdor
de la hoja bandera (SPAD).

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 6,7 0,44
Afio 1 1603 <0,001
Biotipo*Afio 1 19,6 0,19
Error 68 11,4

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 55. Verdor de la hoja bandera de plantas de los biotipos resistente y
susceptible a glifosato en 2011 y 2012. Se presentan los valores promedio y las barras
verticales representan el error estandar de la media.

Respecto al estatus del fosforo inorganico soluble en acido acético (2 % v/v),
determinado en la lamina de la hoja bandera, no se detectaron diferencias entre los
biotipos susceptible y resistente a glifosato (Tabla 49). Las laminas de las hojas
banderas presentaron, en promedio, 9,5 pmoles de ortofosfato por cada gramo de
peso fresco (Figura 56). A diferencia de la estimacidn del estatus nitrogenado indicada
anteriormente, este andlisis s6lo se realizé en el afio 2012, por lo tanto no se han
podido realizar comparaciones entre experimentos de diferentes niveles de

produccién de biomasa total.

Tabla 49. Analisis de la varianza: efecto del biotipo (susceptible y resistente a
glifosato) sobre el contenido de fésforo inorganico en la hoja bandera (soluble en
acido acético 2 % v/v).

Fuente de variaciéon GL CM P
Biotipo 1 0,151 0,93
Error 34 22,21

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F
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Figura 56. Contenido de fésforo inorganico (soluble en acido acético 2 % v/v) de la
hoja bandera de plantas de los biotipos resistente y susceptible a glifosato (gramos de
peso fresco). Se presentan los valores promedio y las barras verticales representan el
error estandar de la media.

Caracteres adaptativos: componentes del rendimiento y produccion de semillas

El biotipo resistente a glifosato y el susceptible difirieron significativamente en
el nadmero de espigas producidas por planta (P = 0,005), nimero de espiguillas por
espigas (P = 0,003) y semillas producidas por espiguilla (P = 0,03) (Figura 57). Las
plantas resistentes a glifosato produjeron un 25 % menos de espigas (Figura 57a), 10
% menos de espiguillas por espigas (Figura 57b) y 10 % menos semillas por

espiguillas (Figura 57c) que las plantas del biotipo susceptible.
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Figura 57. Componentes del rendimiento de plantas susceptibles y resistentes a
glifosato: nimero de espigas por planta (a), nimero de espiguillas por espiga (b) y
numero de semillas por espiguilla (c). Se presentan los valores promedio y las barras
verticales representan el error estandar de la media. Letras distintas indican
diferencias significativas (P < 0,05).

En el primer afo, independientemente del biotipo, la produccién de semillas

fue aproximadamente dos veces mayor que la producida en el 2012. Sin embargo, la
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producciéon de semillas por planta fue diferente entre biotipos tanto en el afio 2011
como en el 2012 (Tabla 47). En ambos afios, las plantas del biotipo resistente a
glifosato mostraron un 40 % menos de semillas que las plantas susceptibles (Figura
58a). Ademas, se detect6 efecto del biotipo en el peso de las semillas (Tabla 47). Las
plantas resistentes para los dos afios en conjunto (pues no se encontr6 interaccion
Biotipo x Afio), produjeron semillas con un peso 10 % menor respecto a las de plantas

susceptibles (Figura 58b).

La relacién del peso seco de las semillas producidas respecto al peso seco total
de la biomasa aérea, no fue significativamente afectada por las fuentes de variacion:
biotipo, afio 6 su interacciéon (Tabla 47). En este sentido, el indice de cosecha fue, en

promedio, de 12,6 % (% 0,4 % error estandar).
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Figura 58. Numero de semillas (a) y peso de mil semillas (b) producidas por plantas
de los biotipos resistente y susceptible a glifosato en 2011 y 2012. Se presentan los
valores promedio y las barras verticales representan el error estdndar de la media.

Porcentaje de germinacion y dormicion de las semillas producidas

Se evalud la capacidad de germinacién de las semillas producidas por plantas
resistentes y susceptibles a glifosato en condiciones de libre cruzamiento. Se encontro
que el nimero de semillas que germinaron a los 1500 grados-dia desde la madurez de

cosecha, dependio del biotipo considerado y de los dias de incubacién (Tabla 50). A lo
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largo del periodo de incubacién en camara de crecimiento, el nimero de semillas
germinadas se increment6 en ambos biotipos sin mostrar interaccién (Tabla 50). Esto
indic6 que no existieron diferencias entre biotipos respecto a la energia germinativa 6
velocidad de germinacion. Sin embargo, se hallaron diferencias en el numero de
semillas germinadas. A los 8 dias de iniciada la prueba de germinacion, el biotipo
resistente presentd un poder germinativo de 2,1 % (£0,8 % error estandar) mientras
que el 6,3 % (£1,8 % error estandar) de las semillas producidas por las plantas del

biotipo susceptible fueron capaces de germinar (Figura 59a).

Tabla 50. Analisis de la varianza: efecto del biotipo (susceptible y resistente a
glifosato), dias desde siembra (0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7y 8) y la interaccion sobre el nlimero
de semillas germinadas a 1500 grados-dia.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 160,4 <0,001
Dias 7 60,0 <0,001
Biotipo*Dias 7 14,5 0,09
Error 128 8,0

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

A los 2000 grados-dia desde la madurez de cosecha, no se detectaron efectos
del biotipo sobre el nimero de semillas germinadas (Tabla 51). El dia de la evaluacion
a lo largo del periodo de incubacién, explicé las variaciones en el porcentaje de
germinacion, sin embargo no se detect6 interaccion entre el biotipo y el dia desde el
inicio de la incubacion (Tabla 51). Esto indica que los biotipos no difirieron en la
velocidad de germinacién. En contraste a lo hallado a 1500 grados-dia, en este
momento post-cosecha, entre ambos biotipos no se detectaron diferencias
significativas en el porcentaje de germinacion. En este sentido, al final del periodo de

incubacion, el 25 % de las semillas germinaron (Figura 59b).
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Tabla 51. Analisis de la varianza: efecto del biotipo (susceptible y resistente a
glifosato), dias desde siembra (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) y la interaccién sobre el nimero
de semillas germinadas a 2000 grados-dia.

Fuente de variacion GL M P
Biotipo 1 6,6 0,84
Dias 7 1023 <0,001
Biotipo*Dias 7 6,2 0,99
Error 128 179

GL = grados de libertad; CM= cuadrado medio; P = valor de probabilidad de la prueba de F

-~ Biotipo resistente a glifosato
-8- Biotipo susceptible a glifosato ¢ b
101 359

6 L

Germinacion (%)
Germinacion (%)

C L 1 1 1 1 1 L 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias desde siembra Dias desde siembra

Figura 59. Germinacién de semillas cosechadas de plantas de los biotipos resistente y
susceptible a glifosato, luego de 1500 (a) y 2000 (b) grados-dia desde la madurez de
cosecha. Se presentan los valores promedio * error estdndar de la media a lo largo del
periodo de incubacién (dias desde la siembra).

Los costos bioldgicos asociados con caracteres de adaptacién a un nuevo
ambiente, han sido llamados “costos de adaptacion” (Bergelson y Purrington, 1996).
Los principios de la ecologia evolutiva predicen que los genes de resistencia a
herbicidas aparejaran costos en la tasa reproductiva neta que influyen en la dindmica

evolutiva de la resistencia, pero no todos los tipos de resistencia a herbicidas
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conllevan costos adaptativos (Cipollini et al., 2003; Menchari et al., 2008; Vila-Aiub et
al., 2009).

Los resultados del presente estudio muestran que a pesar de no detectar
variaciones en la fenologia de plantas de Lolium perenne susceptibles y resistentes a
glifosato, los individuos del biotipo resistente expresan un significativo costo
adaptativo. En el estado reproductivo, las plantas resistentes fueron
significativamente mdas pequeflas que las plantas del biotipo susceptible. Esta
diferencia en la altura de las plantas influiria en la capacidad de intercepcién luminica
con importantes implicancias para la habilidad competitiva potencial (Falster y
Westoby, 2003). Las plantas con un gran indice de area foliar concentrado en estratos
superiores del canopeo han mostrado una ventaja competitiva frente a la intercepcién
de luz (Grahan et al., 1998). En el presente trabajo, el biotipo susceptible fue mas alto
y presentd hojas bandera de mayor area foliar comparado al biotipo resistente,
evidenciando la mayor habilidad competitiva potencial de las plantas susceptibles

estudiadas.

La diferencia en la altura de las plantas entre ambos biotipos se relacioné a las
variaciones en la biomasa aérea total al estado reproductivo. Sin embargo, la
diferencia relativa en la biomasa aérea total entre biotipos (50 %) fue mayor que las
diferencias relativas en altura (14 %) y area foliar de la hoja bandera (24,5 %). Estas
comparaciones indican que las plantas resistentes a glifosato fueron mas pequefas
que las plantas susceptibles en todos los componentes de competencia por recursos
(Goldberg, 1990). En este sentido, las plantas mas pequeflas tienden a tener
respuestas competitivas mas débiles sobre sus plantas vecinas (Goldberg, 1990). No
obstante, las plantas de menor tamafio requieren menos recursos para alcanzar su
madurez reproductiva, y bajo intensa competencia podrian ser capaces de presentar
una elevada “economia reproductiva”. Estas plantas produciran descendencia a pesar
de una fuerte supresiéon por competencia y, por lo tanto, requieren poca biomasa
vegetativa para producir semillas (Tracey y Aarssen, 2011). El destino relativo de
recursos hacia drganos reproductivos (i. e. indice de cosecha) fue similar entre el

biotipo susceptible y el resistente a glifosato. Esto permite destacar que mientras las
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plantas del biotipo resistente resultaron mas pequefas y produjeron menos semillas,
comparado a las susceptibles que fueron de mayor tamafio, ambos biotipos
maximizaron su produccién de granos y el destino relativo de los recursos fue

constante, independientemente del tamafo de la planta (Bonser y Aarssen, 2009).

El biotipo resistente a glifosato produjo menor progenie (i. e. nimero y peso de
semillas) que el susceptible y la diferencia de fecundidad entre ambos biotipos fue
proporcional al tamafio de las plantas. Aunque durante el estado vegetativo se
registraron similares tasas de crecimiento entre ambos biotipos, al estado
reproductivo las plantas resistentes mostraron un costo adaptativo que representd
una produccién de semillas 40 % menor que las plantas del biotipo susceptible. El
numero de semillas por planta es un factor crucial de la capacidad reproductiva neta
de las plantas de una poblaciéon e influencia la supervivencia de los individuos

resistentes y susceptibles (Maynard Smith, 1998; Vila-Aiub et al., 2009).

La reduccion en la produccidn de semillas de los individuos resistentes frente a
los susceptibles, fue principalmente atribuida a un menor nimero de macollos,
espiguillas por planta y semillas por espiguillas. En tanto, a partir de la aproximacion
realizada, las diferencias en crecimiento y produccion no se pudieron relacionar a
variaciones en el estatus de nitrégeno o fosforo. Tampoco, las evaluaciones sobre la
etapa luminica y bioquimica de la fotosintesis y el transporte de asimilados
presentaron diferencias significativas entre biotipos cuando no se aplicé glifosato

como se mostro anteriormente.

Los costos adaptativos de la resistencia a glifosato de L. perenne no fueron
compensados por un poder germinativo mayor respecto a las plantas del biotipo
susceptible. No obstante, fueron detectadas diferencias en la dormicion de las semillas
entre los biotipos estudiados a 1500 grados-dia, pese al bajo poder germinativo. Esto
indicaria un efecto materno donde las plantas susceptibles impondrian menores
requerimientos térmicos para perder la dormiciéon. En este sentido, el control
primario de la dormiciéon de las semillas depende de los efectos del tejido materno

(Roach y Wulff, 1987). Aunque algunos autores han demostrado que la dormicion en
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semillas de Lolium spp. es dependiente de las temperaturas ambientales durante el
desarrollo de las semillas (Akpan y Bean, 1977; Steadman, 2004), en este caso el

ambiente donde las plantas crecieron, fue el mismo para los dos biotipos.

La variacién en la dormicion de las semillas es la principal causa de un amplio
rango de emergencia en L. rigidum y por lo tanto condiciona su dindmica poblacional
(Steadman et al.,, 2003). Trabajando con plantas de esa especie resistentes a multiples
herbicidas, Vila-Aiub et al. (2005) han encontrado que el nivel de dormicién de las

semillas esta relacionado a los mecanismos de resistencia implicados.

A los 2000 grados-dia, el poder germinativo de las semillas cosechadas fue
similar entre plantas de ambos biotipos. Esto ha permitido demostrar que en estas
condiciones, las variaciones en la produccién de semillas entre plantas resistentes y
susceptibles a glifosato no han sido compensadas por diferencias en la capacidad

germinativa.

Los resultados presentados en esta secciéon coinciden con Pedersen et al.
(2007) quienes han encontrado una reduccién en el nimero de semillas producidas
por plantas resistentes de L. rigidum, comparado a las susceptibles, cuando compiten
con trigo. Mientras todos los caracteres que condicionan la vida de la planta se
mantengan constantes, la diferencia observada en la produccién de semillas de
plantas de los biotipos de L. perenne resistente y susceptible a glifosato, es probable
que afecte la frecuencia de genotipos resistentes en la poblaciéon (Vila-Aiub et al,
2009). Por consiguiente, es esperable que la frecuencia de plantas resistentes decline,
una vez que la presidn de seleccion con glifosato se suspenda. En este sentido, ha sido
observada una reduccion en el porcentaje de fenotipos de L. rigidum resistentes a
glifosato cuando no se realizaron aplicaciones del herbicida durante tres afios
(Preston et al,, 2009). Aunque hasta el momento, en ese caso no se ha especificado el
fundamento del costo adaptativo, se sabe que la penalidad biolégica se asocia a un
mecanismo de resistencia que afecta el traslado de glifosato dentro de la planta. Cabe

destacar que los costos adaptativos relacionados a la resistencia a herbicidas han sido
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dependientes del gen de resistencia en particular y exclusivos para un determinado

mecanismo (Vila-Aiub et al.,, 2009).

En el presente estudio, la mayor actividad de la enzima EPSPs tendria un efecto
pleiotropico que representaria un costo adaptativo para las plantas. Esa enzima clave
en la ruta del shikimato tendria un fuerte impacto en los procesos fisiologicos del
vegetal. Se sabe que a través de la via del acido shikimico se consume el 20 % del
carbono fijado en el ciclo de Calvin (Haslam, 1993). Ademas, se estima que las
moléculas que requieren de la ruta del shikimato para su sintesis, representan mas del
60 % del peso seco de la planta (Haslam, 1993). Por lo tanto, la mayor actividad de la
EPSPs de las plantas resistentes a glifosato tendria importantes efectos en el

crecimiento y la productividad de la planta como sugieren los presentes resultados.

Cabe destacar que las diferencias en el crecimiento y la produccion de semillas
halladas entre el biotipo resistente y el susceptible a glifosato, fueron expresadas en
ambientes caracterizados por diferentes condiciones hidricas del suelo. Los costos
adaptativos cuantificados en términos de nimero de semillas producidas, fueron 33 %
y 53 % en los afios 2011 y 2012 respectivamente. Estos resultados indican que la
penalidad asociada a la resistencia a glifosato en L. perenne fue expresada en
diferentes ambientes. Considerando que la disponibilidad de agua edafica es el
principal factor determinante del rendimiento, estas evidencias reflejan la estabilidad

de los costos adaptativos en L. perenne.

Marcos Yanniccari — 2014

195



Conclusiones



CONCLUSIONES

El glifosato ha sido un herbicida de amplia utilidad en la produccién agricola
extensiva, comparativamente a otros principios activos alternativos, presenta baja
toxicidad para mamiferos y una limitada vida media en el ambiente (Geisy et al., 2000;
Williams et al., 2000; Duke et al.,, 2003; Cerdeira y Duke, 2006). Sin embargo, su
amplio uso en forma casi exclusiva y continua, a lo largo de los dltimos quince afos, ha
llevado a la evolucion de poblaciones de malezas resistentes al herbicida poniendo en

riesgo la vida util de esta tecnologia.

A partir de este trabajo se ha determinado la resistencia a glifosato de una
poblaciéon de Lolium perenne resultando ser el primer caso de esta especie en
Argentina y a nivel mundial, segun el registro internacional de malezas resistentes a
herbicidas (Heap, 2013). A partir de la comparacién de los indices de resistencia (IR)
obtenidos mediante los bioensayos presentados, se encontré que la sensibilidad a
glifosato de la poblacidn resistente varié en forma decreciente al avanzar el ciclo de la
planta; segin se traté de la germinacién de semillas (IR: 3,2), del crecimiento
plumular (IR: 4,4) o plantas establecidas (IR: 10,8). Esto indica que cuanto mas ha
avanzado el ciclo de la planta, la diferencia entre plantas resistentes y susceptibles

respecto a la sensibilidad al herbicida es mayor.

En funcidén de esto, se puede indicar que cuando en una rotacién de principios
activos en los campos problema sea necesario emplear glifosato, éste debe ser
aplicado en estadios fenolégicos tempranos donde los indices de resistencia son
menores. En estas circunstancias, el control total de la poblaciéon no conllevaria una

seleccion neta de individuos resistentes (Christoffers, 1999).

Pese al amplio uso de glifosato, los efectos que el herbicida provoca en las
plantas y como conducen a su muerte atin estan en discusién (Duke y Powles, 2008).
El presente trabajo ha mostrado una pormenorizada e inédita descripcién de las
alteraciones que el glifosato induce sobre los procesos fisiolégicos de L. perenne

susceptible, los cuales se resumen en la Figura 60.
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El primer efecto detectado fue una alteraciéon de la actividad meristematica,
reflejada en una inhibicién del crecimiento de la planta puesta en evidencia a las 24
horas post-aplicacion. En este sentido, la interrupcion de la ruta del acido shikimico y
la inhibicién en la sintesis de aminoacidos aromaticos podria ser el factor que
explique la caida en las tasa de crecimiento (Siehl, 1997). Ademas, los efectos
inhibitorios sobre la actividad de los tejidos meristematicos, se asociaron con una
disminucién en la demanda de asimilados por parte de estos destinos. Esa caida en la
demanda se relacion¢ a la inhibicién del traslado de asimilados y su acumulacion en
las hojas fuente. Esto explica la reduccion en la tasa de asimilacién de CO; a las 48
horas post-aplicacidn, es conocido que los productos finales de la fotosintesis inhiben

la fijacion de carbono como mecanismo de autorregulacién (Azcén-Bieto, 1983).

La caida en la tasa de asimilacién de carbono no resulta acompanada por una
proporcional disminucién de la tasa de transporte de electrones del fotosistema II,
sino que el transporte de electrones se mantiene dentro de los pardmetros normales.
En tanto, el poder reductor que no es demandado desde la fijacién de CO2, tendria
destinos alternativos presumiblemente asociados a la formacién de radicales libres

(Fracheboud y Leipner, 2003).

Por otra parte, luego de las 48 horas post-aplicacidn, la inhibicion de la ruta del
shikimato comienza a ser detectable a partir de la cuantificacion de los niveles de
acido shikimico. Posteriormente, comenzaron a registrarse indicios de estrés
oxidativo a través del incremento de la actividad de peroxidasas a 72 horas post-
aplicacion. Esto explica la degradacion de clorofila, detectada luego hasta hacerse

evidente la muerte del vegetal.

La progresion de la clorosis de las malezas tratadas con glifosato es un
indicador sencillo, capaz de ser empleado a campo, para evaluar la eficiencia de
control desde los 7 dias post-aplicacion en adelante. Esto permitiria advertir focos

incipientes de resistencia y prevenir la dispersiéon y magnificacién del problema.
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Figura 60. Evolucion de los efectos provocados por glifosato sobre las plantas
susceptibles de Lolium perenne desde la aplicacidn hasta la muerte del vegetal.

Las plantas de L. perenne resistentes a glifosato mostraron una mayor actividad
de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPs), casi tres veces superior
a la detectada en plantas susceptibles. Aunque la EPSPs de plantas resistentes fue
inhibida por el glifosato, la mayor actividad basal de ésta explicaria la capacidad de las
plantas de mantener la ruta del shikimato activa luego de la aplicacion de una dosis
normalmente letal. Esto responderia por qué en las plantas resistentes el herbicida no
afecto el crecimiento y, por lo tanto, por qué no fueron detectados fuertes efectos
inhibitorios sobre los demas procesos fisiologicos. En este sentido, se ha dilucidado
que la elevada actividad de la enzima blanco seria el mecanismo que explica la

resistencia a glifosato en la poblacidn de L. perenne estudiada.

De los estudios genéticos, se encontro que el caracter de resistencia a glifosato
es controlado por un unico gen, el cual mostr6 dominancia intermedia sobre la

susceptibilidad. Bajo este modelo, las plantas resistentes homocigotas presentaron
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menor sensibilidad al herbicida que aquellas heterocigotas. Sin embargo, ambos

genotipos serian capaces de sobrevivir a las dosis normalmente empleadas a campo.

La resistencia a glifosato de L. perenne puede transmitirse a la descendencia
hibrida inter-especifica, a través del polen, al cruzarse con L. multiflorum. Ademas, el
polen seria un importante factor para la dispersion de la resistencia dentro de los 35
metros de distancia cuando se cruza una planta susceptible por una resistente. Sin
embargo, no se han podido descartar derivas de polen a mayores distancias que, si
bien serian poco probables, podrian tener fuertes implicancias en la evolucién de la
resistencia a partir del incremento de la frecuencia inicial de genotipos resistentes

(Busi et al,, 2011).

Segun las evidencias obtenidas, el mecanismo de resistencia tendria caracter
constitutivo, es decir, no dependeria del tratamiento con glifosato para su induccion.
Bajo esta consideracion y teniendo en cuenta la importancia de la ruta del shikimato
para la sintesis del 60 % de las moléculas que determinan el peso seco total de la
planta (Haslam, 1993), la mayor actividad de la EPSPs estd asociada a un costo
adaptativo. En este sentido, la penalidad repercute en el crecimiento de la planta
durante la etapa reproductiva y afectando la produccion de semillas en un 40 % en
promedio, respecto al biotipo susceptible. Este trabajo seria el primer antecedente al

respecto.

El costo bioldgico asociado a genes de resistencia a herbicidas es un parametro
importante para la construccion de modelos de evolucién de la resistencia a
herbicidas (Gressel y Segel, 1990; Maxwell et al., 1990; Gressel, 2009) y proveen una
informacién valiosa respecto a preguntas relacionadas a los costos de adaptacién de

las plantas (Vila-Aiub et al., 2009).

En base a lo expuesto, existen evidencias que permiten aceptar la hipdtesis de
trabajo planteada, sosteniendo que la baja sensibilidad a glifosato del biotipo
resistente de Lolium perenne se explica mediante diferencias génico-fisiolégicas que
pueden ser caracterizadas y que tienen un costo en la eficacia biolégica de estos

materiales. Futuras investigaciones son necesarias para determinar si estas
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penalidades asociadas a la resistencia a glifosato en L. perenne podrian ser explotadas

mediante estrategias de manejo para prevenir, retrasar o revertir su evolucion.
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