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Resumen

El glifosato es un herbicida no selectivo de amplio espectro que ha sido
adoptado masivamente por su eficacia y bajo costo. Sin embargo, su uso intensivo ha
derivado en la evolucién de resistencia en numerosas malezas. Actualmente, 50
especies en todo el mundo, 15 de ellas en Argentina, presentan resistencia a glifosato.
Dentro del género Amaranthus, A. palmeri resulta ser la mas agresiva y
econdémicamente perjudicial.

A. palmeri es una planta dioica, con metabolismo C4, elevada capacidad
fotosintética, rapido crecimiento (hasta 4 cm diarios) y gran produccién de biomasa.
Estas caracteristicas, junto con su polinizacion cruzada, alta produccion de semillas
(hasta 600.000 por planta) y capacidad de adaptacion, la convierten en una maleza
dificil de controlar. Ademds, su variabilidad genética facilita la evolucion de
mecanismos de resistencia.

Los mecanismos de resistencia target (RT) en A. palmeri incluyen
principalmente la mutaciéon P106S en el gen EPSPS (que codifica para la enzima
blanco de accion del herbicida) y la amplificacion del mismo, atribuida repetidamente a
la presencia de un ADN extracromosémico circular. Por otro lado, los mecanismos de
resistencia no target (RNT), como una menor absorcion o translocacién del herbicida,
han sido menos estudiados pero empiezan a cobrar relevancia en ésta y otras
malezas.

Nuestro grupo de investigacion previamente caracterizO la resistencia a
glifosato en una poblacién de A. palmeri, identificando la mutacion puntual P106S en el
gen EPSPS como el Unico mecanismo de RT detectable. No obstante, la
supervivencia de ciertos individuos tratados con glifosato, en los cuales se descarto la
presencia de ambos mecanismos de RT conocidos hasta el momento, sugirid la
posible participacion de mecanismos de RNT.

La caracterizacion de la RNT representa un reto mayor, ya que no depende de
una Unica mutacion, sino de multiples rasgos genéticos heredables que actlian en
conjunto. Esto hace necesario aplicar enfoques de genética cuantitativa, que permiten
estudiar como se combinan diversos genes en la expresion de un rasgo. Hasta ahora,
estos métodos han sido poco utilizados en el estudio de malezas, principalmente por la
dificultad de generar lineas genéticas controladas y por los recursos necesarios.

En este trabajo se adopt6 una estrategia simplificada: a partir de la poblacién
resistente de A. palmeri mencionada anteriormente se generaron familias de medio-
hermanos mediante cruzamientos controlados. Se caracterizaron 25 familias frente a
una dosis unica de glifosato evaluando cuatro variables fenotipicas: Area foliar, Delta
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de area (diferencia entre el area a los 21 dias post-aplicacién y el area inicial),
Biomasa fresca y Biomasa seca, determinando mediante la técnica de dCAPS el
genotipo de cada individuo para la presencia/ausencia de la mutacion P106S. De esta
manera se pudo establecer el N° de alelos R para cada individuo y su valor fenotipico
para las cuatro variables analizadas.

Se confirmé que la poblacion estaba en equilibrio Hardy-Weinberg,
estableciendo una base genética adecuada para el andlisis de la resistencia. Los
resultados mostraron que la resistencia al glifosato no puede explicarse
completamente por mecanismos de RT, ya que la mutacién P106S solo explica una
parte de la variabilidad observada. El analisis de varianza revel6 una heredabilidad en
sentido estricto de 0,40 a 0,49 para la variable “Delta de area”, lo que indica un control
genético oligogénico significativo, propio de un mecanismo de RNT.

El analisis de las otras variables fenotipicas mediante modelos lineales
generalizados permiti6 ampliar la comprension de los mecanismos involucrados en la
resistencia, apoyando la idea de una accién combinada de los mecanismos RT y RNT.
Para el Area foliar, se detect6 un efecto significativo atribuible al componente Familia,
mientras que la influencia del nimero de alelos R no mostré significancia estadistica.
En contraste, las variables de Biomasa seca y Biomasa fresca exhibieron un patron de
respuesta aditivo en funcion del nimero de alelos R, con un incremento progresivo en
las medias ajustadas desde el genotipo homocigota sensible (rr) hasta el homocigota
resistente (RR). Estos resultados respaldan un efecto aditivo de la mutacién en el gen
EPSPS, en concordancia con observaciones previas en otras especies.

En conclusion, la aplicacion de métodos de genética cuantitativa, incluso de
forma simplificada, permiti6 desentrafiar la arquitectura genética de la resistencia,
reforzando la importancia de integrar enfoques moleculares, poblacionales vy
biométricos para comprender la base genética de la resistencia y disefiar estrategias

de control mas eficaces.

Palabras Clave: Amaranthus palmeri; resistencia a glifosato; heredabilidad



Abstract

Genetic basis of resistance to glyphosate herbicide in a population of

Amaranthus palmeri S. Wats from Argentina

Previously, our research group characterized glyphosate resistance in a
population of A. palmeri, identifying the P106S point mutation in the EPSPS gene as
the only detectable target-site resistance (TSR) mechanism. However, the survival of
certain individuals treated with glyphosate—despite the absence of known TSR
mechanisms—suggested the possible involvement of non-target-site resistance
(NTSR) mechanisms.

In this study, we adopted a simplified approach: half-sibling families were
generated through controlled crosses from the aforementioned resistant A. palmeri
population. Twenty-five families were evaluated following treatment with a single
glyphosate dose, using four phenotypic variables: leaf area, area delta, fresh biomass,
and dry biomass. Each individual was genotyped for the presence or absence of the
P106S mutation using the dCAPS technique.

The population was confirmed to be in Hardy—Weinberg equilibrium. The results
showed that glyphosate resistance cannot be fully explained by TSR mechanisms, as
the P106S mutation was involved only in part of the observed variability. Analysis of
variance revealed narrow-sense heritability estimates ranging from 0.40 to 0.49 for the
variable “area delta,” indicating a significant oligogenic genetic component, consistent
with an NTSR mechanism.

Further analysis of the remaining phenotypic variables using a generalized
linear model (MLGM) also supported the involvement of both TSR and NTSR
mechanisms in conferring resistance.

In conclusion, methods of quantitative genetics have allowed knowing the
genetics of glyphosate resistance in A. palmeri. It reinforces the importance of
integrating molecular, biometrics and population approaches to understanding genetic

basis of herbicide resistance as input to designing control strategies.

Key words: Amaranthus palmeri; resistance to glyphosate; heritability



Introduccioén

La creciente demanda de alimentos a nivel mundial es un factor de gran
importancia en la transformacion de los sistemas agropecuarios actuales. Estos deben
maximizar los rendimientos logrando Optimas condiciones ecofisiolégicas para el
desarrollo de los cultivos. Por lo tanto, cualquier amenaza para los sistemas de
produccién afecta directamente la sostenibilidad global. Una de estas amenazas se
asocia a procesos de enmalezamientos que provocan pérdidas estimadas de mas del
30% del rendimiento (Oerke, 2006).

Las malezas son poblaciones vegetales que crecen en ambientes perturbados
por el hombre sin haber sido sembradas (Leguizamon, 2008). La presencia de
malezas en los agroecosistemas causa considerables pérdidas en el rendimiento y
calidad del cultivo e incrementa los costos de produccién. Esta disminuciéon en el
rendimiento y la calidad se debe a que las malezas compiten con las plantas
cultivadas por los recursos ambientales, hospedan insectos y microorganismos que
pueden transmitir enfermedades, y pueden liberar compuestos quimicos que inhiben el
crecimiento del cultivo. Ademas, obstruyen el proceso de cosecha, lo que incrementa
los costos de tales operaciones y contaminan la produccién (Labrada et al., 1994).

Los perjuicios economicos asociados a la infestacion de los cultivos por
malezas motivaron las practicas de control de éstas desde el origen de la agricultura.
Estas practicas han progresado desde el desmalezado manual y el empleo de
herramientas como métodos mecénicos, el uso de sales y &cidos inorganicos como
primeros métodos quimicos, hacia las aplicaciones de compuestos organicos de
sintesis como los actuales herbicidas (Radosevich et al., 1997).

En la agricultura actual, el control quimico de las malezas se realiza por medio
de la aplicacién de herbicidas, siendo la principal herramienta en todos los programas
de manejo de malezas (Anderson, 1996; Owen, 2016). Los herbicidas son productos
guimicos capaces de alterar la fisiologia de la planta causando la muerte 0 un
desarrollo anormal de la misma (Cobb, 2022).

El uso extensivo de los herbicidas en la agricultura se debe a que son
productos altamente fiables y eficaces, de facil manejo y econémicamente rentables.
Ademads, son agronémicamente versatiles, es decir, ofrecen al agricultor la posibilidad
de elegir cuando y coémo controlar el problema de las malezas, permitiendo un margen
de uso que va desde la presiembra hasta la postemergencia tardia y diversas
opciones de tratamiento en cada cultivo (Bastida y Menéndez, 2001).

La Sociedad Americana de Malezas (WSSA, Weed Science Society of
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America) y el Comité de Accion de Resistencia a Herbicidas (HRAC, Herbicide
Resistance Action Committee) desarrollaron esquemas de clasificacion basados en el
modo de accién (MoA) de los herbicidas. Dicha clasificacion de herbicidas facilita la
rotacion de modos de accién, lo cual es fundamental en el control de las malezas, para
variar la presiébn de seleccion ejercida y asi, retrasar la aparicion de malezas
resistentes.

Cuando se aplica un herbicida, se crean artificialmente condiciones
ambientales negativas extremas para la vegetacion en general. Dentro de una
comunidad o dentro de la poblacion de una especie existe, en general, una gran
diversidad, lo que implica que algunos genotipos, eventualmente, puedan sobrevivir
frente a esa agresion. Si este ambiente, artificialmente generado, persiste y/o se
reitera en el tiempo lo que se logra es una reduccién significativa en la frecuencia de
los genotipos susceptibles y un incremento de los resistentes o tolerantes (Papa,
2002). Por lo tanto, el uso continuo del mismo herbicida o la aplicacién de herbicidas
con el mismo MoA inevitablemente condujo a la seleccién de poblaciones de malezas
resistentes (Shaner, 2014).

La resistencia de malezas a herbicidas es un proceso evolutivo y, segun
Powles y Yu (2010), su dinamica e impacto dependen de los factores genéticos, la

biologia de las especies de malezas, el herbicida y aspectos técnicos (Figura 1).

EVOLUCION DE LA RESISTENCIA

Biologia de las especies de malezas

-Alogamia vs. autogamia Aspectos técnicos
-Produccion de semillas y otros 6rganos de -Dosis empleada

propagacion -Tecnologia y habilidad del
-Longevidad de semillas y otros érganos de operador

propagacion -Manejo agronémico (rotaciones,

-Capacidad de dispersion de semillas y polen practicas de control de malezas)

Factores genéticos
-Frecuencia de genes de resistencia Herbicida
-Numero de genes de resistencia -Estructura quimica
-Dominancia de los genes de resistencia _Sitio de accion
-Costos biologicos de los genes de -Residualidad
resistencia

Figura 1. Resumen de los factores que influyen en la evolucién de las malezas

resistentes a herbicidas. Adaptado de Powles y Yu, 2010.



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 estos se
vuelven “relevantes” en la poblacion, provocando la deteccion de un nuevo caso de
resistencia. Ademas, los costos biol6gicos o efectos de estos genes sobre la
capacidad reproductiva y/o vegetativa de la especie, podrian tener inherentemente un
impacto en la tasa de evolucién de la resistencia, dada la habilidad competitiva
diferente que pueden presentar las plantas resistentes en ausencia de la presion de
seleccion (Neve et al., 2003; Ashigh y Tardif, 2009; Wang et al., 2010; Vercellino et al.,
2018).

Por otro lado, la biologia de las especies de malezas condiciona la difusién de
la resistencia en la poblacién. El porcentaje de alogamia y autogamia, la produccién de
semillas y su longevidad en el banco de semillas del suelo y el flujo génico por medio
de semillas y polen cobran trascendencia al considerar sus efectos sobre la dispersién
y frecuencia de genes de resistencia (Jasieniuk et al., 1996; Busi et al., 2008).

Ademas, el herbicida utilizado y su tipo de accion fisiolégica son factores
importantes a ser considerados. La estructura quimica, sitio de accién y residualidad
del herbicida modularan la probabilidad con que los genes de resistencia incrementen
su frecuencia, ya que son aspectos que condicionan la presién seleccion (Tranel y
Wright, 2002).

Por altimo, los aspectos técnicos que incluyen las dosis empleadas, la
tecnologia y la habilidad del operador para llevar a cabo la tarea de control quimico
junto a otros factores de manejo agrondmico (practicas alternativas de control de
malezas, rotacion de cultivos y principios activos) son de gran importancia y estos
factores son los primeros sobre los que se puede actuar para minimizar los riesgos de
aparicion de malezas resistentes (Jasieniuk et al., 1996, Norsworthy et al., 2012;
Perotti et al., 2020).

Las malezas pueden ser tolerantes o adquirir resistencia a un herbicida
particular, por lo cual resulta relevante diferenciar estos dos conceptos que muy
frecuentemente son confundidos. La tolerancia es la capacidad natural y heredable
que tienen todos los individuos de una especie de soportar la dosis de uso de un
herbicida debido a caracteristicas morfolégicas y/o fisioldgicas que le son propias; por
lo tanto, las poblaciones tolerantes a un herbicida nunca fueron susceptibles (WSSA,
1998; Papa, 2002). Cabe sefialar que, aun dentro de la tolerancia, puede existir una
sensibilidad diferencial entre biotipos (variabilidad intraespecifica) (Panigo et al., 2012).
Por otro lado, la resistencia es la capacidad natural y heredable de un subgrupo de

individuos dentro de una poblacién de una especie de no ser controlada por un
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herbicida que con anterioridad le afectaba intensamente (WSSA, 1998). Asi, la
resistencia representa una capacidad adquirida de sobrevivir y reproducirse frente a la
accion fitotéxica de un herbicida.

Las malezas resistentes comenzaron a ser un problema en la década de 1970
y a principios de la década de 1980 debido a las aplicaciones repetidas de atrazina y
simazima en los cultivos de maiz. Los productores recurrieron a los herbicidas
inhibidores de la enzima acetolactato sintasa (ALS) y de la de la acetil coenzima A
carboxilasa (ACCasa) en la década del ‘80 para controlar las malezas resistentes a las
triazinas; y luego, a cultivos transgénicos resistentes a glifosato, en la década de '90,
para controlar las malezas resistentes a inhibidores de la ALS, ACCasa y triazinas. La
adopcion extensiva de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas llevé a la industria
agroquimica a invertir menos en el desarrollo de nuevos principios activos y menos
aun en nuevos MoA. La rapida eficacia combinada con la simplicidad de operacion de
estos sistemas resultd en el uso excesivo de un pequefio numero de herbicidas, lo que

favorecio el aumento del numero de casos de malezas resistentes (Heap, 2014).

Mecanismos de resistencia a herbicidas

Multiples mecanismos de resistencia que interfieren con la accién del herbicida
han evolucionado en las malezas. Estos mecanismos se pueden dividir en dos
categorias amplias: los mecanismos asociados al sitio de accién (o target) y los
mecanismos no asociados al sitio de accién (o0 no target).

La resistencia target (RT) ocurre cuando los herbicidas alcanzan el sitio de
accion a una dosis letal, pero hay cambios en el mismo que limitan el impacto del
herbicida; mientras que la resistencia no target (RNT) implica mecanismos que
minimizan la cantidad de herbicida activo que llega al sitio de accién, o bien protegen
contra dafios derivados de la accion del herbicida (Délye et al., 2013% Délye et al.,
2015; Powles y Yu, 2010). A diferencia de la RT, los mecanismos que producen RNT
se encuentran menos caracterizados a nivel molecular, pero parecen ser parte de una
respuesta adaptativa mas general al uso de herbicidas (Délye et al., 2013%).

Los mecanismos de RT incluyen: 1) una sobreproduccién de la proteina blanco
por mutaciones en regiones regulatorias o por amplificacién génica, que sobrepasa la
actividad inhibitoria de los herbicidas, 2) mutaciones en el gen blanco que modifican la
organizacion tridimensional y las propiedades electroquimicas de la proteina blanco,
disminuyendo la afinidad de unidon con el mismo. En el caso de la RNT, los
mecanismos incluyen: 1) una reduccidbn en la penetracion del herbicida por

alteraciones en las propiedades de la cuticula de la planta, 2) una translocacion

7



reducida del herbicida hacia el sitio de accién, 3) una degradaciéon metabdlica
aumentada del herbicida, 4) una neutralizacion aumentada de moléculas citotoxicas
generadas por la accion del herbicida (Délye et al., 2013%). De lo expresado se puede
deducir que mientras que los mecanismos RT son generalmente monogénicos o
cualitativos, los mecanismos de RNT tienen base oligo o poligénica, o sea, son
caracteres cuantitativos.

Las malezas pueden tener resistencia a mas de un herbicida. Cuando esta
resistencia esta causada por mas de un mecanismo, se denomina “resistencia
multiple”, mientras que si un solo mecanismo es responsable de dicho fenotipo, se la
llama “resistencia cruzada”. Esta ultima frecuentemente involucra a herbicidas con el
mismo modo de accién (Délye et al., 2013?).

Actualmente, la base de datos de malezas resistentes a herbicidas
www.weedscience.com (Heap, 2025) informa que se ha desarrollado resistencia a 23
de los 26 sitios de accién de herbicidas conocidos, siendo los grupos mas
problematicos los inhibidores de la ACCasa, de la ALS, de la EPSPS, de la PPO, del
fotosistema Il y las auxinas sintéticas. No obstante, en muchos casos se reporta la
resistencia, confirmada por curvas dosis-respuesta, sin dilucidar el mecanismo

interviniente.

Resistencia a glifosato y su impacto en Amaranthus palmeri

El glifosato es un herbicida no selectivo, sistémico y post-emergente que
controla mas especies de malezas que cualquier otro herbicida conocido. La
efectividad del glifosato en cultivos resistentes al mismo, combinada con su amplio
espectro de control a un costo relativamente bajo, condujo a una tasa de adopcién
rapida en soja, maiz, algodén y canola. Desde su adopciéon ha habido un aumento
constante en el nimero de las especies de malezas resistentes a glifosato en todo el
mundo (Heap y Duke, 2017). Actualmente, 50 especies de malezas han desarrollado
resistencia a glifosato en los cinco continentes (Heap, 2025) y en Argentina, 15 de
estas especies ya han sido detectadas.

De los 163 géneros de la familia Amaranthaceae, el Unico género que ha
desarrollado resistencia a glifosato es Amaranthus. Cuatro especies de este género
poseen resistencia a glifosato: A. palmeri, A. tuberculatus, A. hybridus y A. spinosus,
todas ellas vulgarmente conocidas como “yuyos colorados” (Yanniccari et al., 2022).
Estas malezas son las de mayor abundancia en nuestro pais, con 20,5 millones de
hectareas afectadas, siendo las provincias de Coérdoba, Buenos Aires y Santa Fe las

que concentran el 75% de la superficie afectada (REM, 2025).
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De estas especies, la que mayor impacto econémico tiene en los cultivos es A.
palmeri (Heap y Duke, 2017). Brevemente, se trata de una especie anual, diclino
dioica, de metabolismo C4 con alta capacidad fotosintética, nativa del sudoeste de los
Estados Unidos y Norte de México. Posee una tasa de crecimiento diario de 2-4
cm/dia (plantas erectas pueden alcanzar una altura superior a los 2,5 m), siendo este
crecimiento y también su ganancia de biomasa mayor al de otras especies del género
Amaranthus. Este rapido crecimiento implica un mayor consumo de agua y nutrientes,
favorecido por su sistema radicular profundo y ramificado, y una mayor competencia
por el espacio y la luz, para lo cual A. palmeri destina gran parte de su biomasa hacia
sus hojas (Palmieri, 2020). Al ser una especie dioica, la polinizacion es cruzada, lo que
incrementa la variabilidad genética y la tasa de evolucion de los mecanismos de
resistencia, ya que ademas puede hibridar con otras especies del género (Trucco et
al., 2007). Recientemente, se observo que el estrés hidrico afecta la sincronia de
floracion y la expresién sexual en A. palmeri. Bajo condiciones de estrés hidrico se
produce un desfase en el periodo de antesis entre las plantas con flores masculinas y
femeninas y un aumento en la relacién pies femeninos/masculinos (Mesgaran et al.,
2019). Las plantas de A. palmeri pueden producir hasta 600.000 semillas, las cuales
son capaces de germinar durante toda la estacion de crecimiento (Jha et al., 2007;
Tuesca et al., 2013). Adicionalmente, algunos autores postulan que es una especie
apomictica facultativa (Ribeiro et al., 2014). Estas caracteristicas bioldgicas convierten
a A. palmeri en una maleza sumamente agresiva y muy dificil de manejar eficazmente
con los recursos tecnoldgicos actualmente disponibles.

La resistencia a glifosato en A. palmeri estd asociada principalmente a
mecanismos target. La amplificacién del gen EPSPS ha sido el mecanismo de RT mas
comun descrito en esta especie (Gaines et al.,, 2010; Kiupper et al., 2017). Este no
posee un costo bioldgico para A. palmeri, lo cual lo hace un mecanismo de resistencia
a glifosato importante y generalizado (Vila-Aiub et al., 2014). Recientemente, se ha
propuesto la participacion de una amplificacion basada en ADN circular
extracromosémico como el mecanismo genético presente en una poblacion de A.
palmeri del estado de Georgia, en Estados Unidos (Koo et al., 2018). Por otro lado, se
ha encontrado la sustitucién P106S en la EPSPS de algunas poblaciones de yuyo
colorado de México y Argentina (Dominguez-Valenzuela et al., 2017; Kaundun et al.,
2019; Larran et al., 2020) como mecanismo de RT contribuyente.

Los mecanismos de RNT a glifosato parecian no ser tan relevantes en A.
palmeri. Sin embargo, algunas poblaciones de esta especie resistentes a glifosato,

recolectadas en campos de algodon, mostraron mecanismos de RNT y RT
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(Dominguez-Valenzuela et al., 2017). La caracterizacion de los escasos mecanismos
de RNT detectados en el género demostr6é una absorcion reducida y una translocaciéon
alterada del glifosato (Dominguez-Valenzuela et al., 2017; Palma-Bautista et al., 2019).

Nuestro grupo de trabajo caracterizd6 la resistencia a glifosato en tres
poblaciones de A. palmeri con diferentes niveles de resistencia agronémica
(poblaciones que llamamos rl, R2 y R3), hallando la mutacién P106S como Unico
mecanismo de RT contribuyente. Resulté interesante la supuesta presencia de un
mecanismo RNT contribuyente en la poblacién R3 (poblaciéon de Totoras, objeto de
este proyecto), dada la supervivencia a glifosato de plantas de dicha poblacién en las
cuales se habian descartado los mecanismos de RT (Larran et al., 2020). A diferencia
de lo reportado para otras poblaciones de la especie, se descartdé la presencia del
mecanismo de amplificacion génica de EPSPS. En sintonia con esto, un estudio
reciente concluye que los biotipos resistentes a glifosato (RG) de A palmeri de
Argentina habrian evolucionado localmente a partir de la introduccion de la especie
hacia 1980, a diferencia de lo acontecido en Uruguay y Brasil, donde el mecanismo
preponderante si parece ser el aumento del nimero de copias del gen EPSPS,
probablemente debido a la introduccién en estos paises de biotipos ya resistentes
(Gaines et al., 2020a).

Finalmente, es imperioso destacar un estudio genético de poblaciones RG de
A. tuberculatus (Kreiner et al., 2020), que demuestra que la contribucion de
mecanismos poligénicos en la evolucion de la resistencia (RNT) ha sido notablemente
subestimada. Dado que los fenotipos determinados por sistemas poligénicos son
estudiados por métodos de la Genética Cuantitativa, resulta de interés combinar
enfoques moleculares, mendelianos, poblacionales y biométricos a fin de aportar
mayor certidumbre al conocimiento de su estructura y su funcién. Al respecto, un
reciente articulo de perspectiva sefiala la importancia del enfoque integral mencionado
(Ledn et al., 2020).

Considerando el modelo productivo predominante en nuestro pais,
caracterizado por la elevada dependencia del control quimico utilizando pocos
herbicidas, la escasez de rotaciones y una alta proporcidon de la superficie agricola
bajo arrendamiento; sumado a las caracteristicas biolégicas que posee A. palmeri, las
consecuencias que ocasiona su presencia en los sistemas agricolas son
potencialmente peligrosas (Tuesca et al., 2016). Por consiguiente, conocer las bases
genéticas de la resistencia a glifosato en las poblaciones de A. palmeri halladas en el
pais es relevante ya que ofrece herramientas para abordar el problema de la

resistencia a través del disefio de practicas de control mas eficientes,
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fundamentalmente para hacer frente a poblaciones con resistencia multiple.

Genética de laresistencia a herbicidas

La herencia y la base genética de los distintos mecanismos de resistencia
tienen indudablemente implicaciones evolutivas. Como se ha descripto anteriormente,
muchos caracteres de resistencia, particularmente en la RT, requieren de un cambio
en una sola enzima y, en consecuencia, se heredan como caracteres monogénicos.
Ademas, los alelos de resistencia a herbicidas a menudo actdan de forma aditivo-
dominante. Debido a esta naturaleza monogénica, aditivo-dominante de muchas
resistencias a herbicidas, su evolucion puede ser rapida y pueden dispersarse
efectivamente tanto por semillas como por polen (Jasieniuk et al., 1996).

La naturaleza aditivo-dominante de muchos caracteres de resistencia a
herbicidas significa que el alelo de resistencia a menudo se seleccionara en plantas
heterocigéticas, especialmente en casos en los que la magnitud de la resistencia es
alta. Por ejemplo, una simple mutacibn en ALS puede conferir coeficientes de
resistencia de 100 veces o0 mas, en relaciéon a biotipos sensibles (Foes et al., 1998). En
tales casos, los heterocigotos y las plantas homocigotas resistentes tendran
respuestas similares a las dosis de campo tipicas del herbicida, incluso si el alelo no
es completamente dominante. En este caso puede considerarse «funcionalmentes»
dominante. Por el contrario, cambios de un solo aminoacido en EPSPS confieren
niveles muy modestos de resistencia (normalmente,10 veces o menos). En Eleusine
indica, una mutacion en EPSPS mostr6 ser aditiva (Huffman et al.,, 2016). En
consecuencia, en este caso, las plantas heterocigotas para dicha mutacion podrian
controlarse con las dosis maximas recomendadas de glifosato, y el uso de dosis
reducidas fomentaria la evolucion de la resistencia.

Los ejemplos conocidos de resistencia a herbicidas heredada como caracter
recesivo se limitan a la RT a herbicidas que se unen a la tubulina y a unos pocos
casos de resistencia a herbicidas auxinicos. Debido a la naturaleza recesiva de estos
caracteres, este tipo de resistencia se ha observado casi exclusivamente en especies
autbgamas (Gaines et al., 2020P).

La discusién de la herencia de la resistencia a herbicidas hasta aqui ha incluido
sblo genes nucleares. Una excepcién importante a la herencia nuclear de la
resistencia a herbicidas es la herencia materna de la resistencia a los inhibidores del
PSII, descrita hace més de 40 afios (Machado et al., 1978). Ahora se sabe que la base
de esta herencia materna es la proteina D1 insensible a los herbicidas, que esta

codificada por un gen cloroplastico y, por tanto, transmitida sélo por via materna. Para
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las especies predominantemente autégamas, la falta de dispersion de este rasgo de
resistencia mediada por el polen no tiene grandes consecuencias. Sin embargo, en las
especies aldgamas, la diseminacién de los caracteres heredados exclusivamente por
via materna muestra un notable retraso de la evolucion de la resistencia respecto a la
herencia nuclear. Esto podria explicar por qué la RNT a la atrazina codificada por el
ndcleo es mas comdn que la RT a la atrazina heredada por via materna en A.
tuberculatus (Patzoldt et al., 2003). No obstante, se sabe que la RT a inhibidores del
PSII también incurre en una penalizacion significativa de la aptitud (Gronwald, 1994),
lo que también desfavoreceria la evolucion de esta resistencia.

La herencia de la resistencia a glifosato conferida por la duplicacién de EPSPS
en algunos casos es coherente con un modelo de un solo gen. Esta aparente herencia
monogénica ocurre cuando las copias se encuentran juntas en el genoma como
repeticiones en tdndem (Jugulam et al., 2014). En otros casos, especialmente en A.
palmeri, las copias EPSPS estan presentes como ADN circular extracromosomal,
como se menciond anteriormente y, en consecuencia, la herencia no sigue un modelo
de gen unico. De hecho, el nimero de copias de EPSPS parece ser inestable en la
transmision genética, ya que la progenie segregante F2 de A. palmeri fue muy variable
en cuanto al numero de copias de EPSPS, desde menos que el nimero de copias del
progenitor hasta mas que la suma de ambos progenitores (Gaines et al., 2011).

Por otra parte, la RNT a veces muestra una herencia que sigue un modelo de
un solo gen. Algunos ejemplos son la resistencia a atrazina en A. tuberculatus, la
resistencia a paraquat en Lolium rigidum, la resistencia a glifosato en Conyza
canadensis, y resistencia a 2,4-D en Sisymbrium orientale (Huffman et al., 2015; Dang
et al., 2018; Zelaya et al., 2004). No obstante, con mayor frecuencia, la NTSR parece
estar mediada por multiples genes.

La naturaleza multigénica de la RNT a menudo se ha descripto como
resistencia «progresiva», en la que la magnitud de la resistencia aumenta lentamente
con la seleccion repetida de herbicidas, presumiblemente debido al apilamiento de
alelos de resistencia de pequefio efecto en la poblacion (Gressel, 2009).

Adicionalmente, la evolucién de la RNT también podria implicar factores
epigenéticos (Markus et al., 2018). Por ejemplo, los cambios en el estado de
metilacién de un gen pueden afectar a su expresion. La participacion epigenética en la
resistencia a herbicidas es un tema poco estudiado, con sélo algunos antecedentes
como la observacion de la metilacion diferencial de EPSPS entre biotipos resistentes y
sensibles al glifosato de C. canadensis (Margaritopoulou et al., 2018). Sin embargo,

aln no estd claro si esta metilacion diferencial contribuye a la resistencia.
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Interesantemente, en A. palmeri se ha propuesto que plantas madre expuestas a
condiciones de estrés ambiental podrian inducir cambios epigenéticos en
determinados rasgos fenotipicos de su descendencia, lo que favoreceria su

supervivencia frente a la accion de herbicidas (Osipitan et al., 2021).

La genética cuantitativa y su aplicacion en el estudio de la resistencia a
herbicidas

En términos genéticos, una poblacién se define como un conjunto de individuos
gue pertenecen a una especie dotada de reproduccion sexual, que constituyen una
unidad reproductiva, es decir, que se reproducen mediante cruzamientos entre sus
miembros. La poblacién se puede describir en cada generacién y en cuanto a la
transmisién de una generacion a otra. La descripcion de los caracteres hereditarios
variables s6lo adquiere pleno sentido en un contexto poblacional.

En genética de poblaciones, el principio de Hardy-Weinberg establece que en
una poblacién grande, con apareamiento al azar, en ausencia de fuerzas sistematicas
de cambio (migracién, mutacion y seleccion) las frecuencias génicas y genotipicas se
mantienen constantes de generacion en generacion, guardando, ademas, una relacion
simple entre ellas (Falconer, 1996). La relacion es ésta: si las frecuencias génicas de
dos alelos entre los padres son p y ¢, entonces las frecuencias genotipicas en la

progenie son p?, 2pqy g° (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencias génicas de los padres y genotipicas de la progenie en una

poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg.

Genes Genotipos
A, A, AA; AA; AA;
Frecuencias p q p’ 2pq q

Gréficamente, los valores probables de frecuencias génicas y genotipicas en
una poblacion en equilibrio estaran comprendidos en las posibilidades representadas

en la Figura 2.
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Figura 2. Relacion entre las frecuencias genotipicas y la frecuencia génica para dos

alelos en una poblacién en equilibrio Hardy-Weinberg.

Las poblaciones de malezas en campos de produccion agricola son sometidas
al manejo actual basado principalmente en herramientas de control quimico
(herbicidas), por lo que es dificil suponer que se encuentren en equilibrio Hardy-
Weinberg (EHW), dado el fenbmeno de seleccion constante mencionado. No obstante,
en ausencia de esta presion de seleccion, como proponemos en esta tesis para la
generacion de las familias de medio-hermanos, una generacion seria suficiente para
restablecer dicho equilibrio, por lo que merece la pena la pregunta y su evaluacion.

Como se mencioné en el apartado anterior, la poblacion objeto de estudio de
esta tesis es una poblacién de A. palmeri previamente caracterizada a nivel molecular,
donde la mayoria de los individuos presentd un mecanismo de resistencia por
mutacién de punto en la conocida prolina 106 del gen EPSPS, blanco de inhibicion del
glifosato, aunque se detectaron unos pocos individuos sobrevivientes a la aplicacion
del herbicida que no presentaban ningin mecanismo RT (ni mutacién de punto ni
aumento en el nimero de copias). Esto nos llevé a plantear la hip6tesis de que existe
un mecanismo RNT contribuyendo al fenotipo de resistencia observado. Dicho
fenotipo, bajo este supuesto, constituye un caracter cuantitativo.

La genética cuantitativa proporciona enfoques comunes para la mejora de
cultivos; muchos esquemas de selecciéon estan bien descriptos y estos podrian
adaptarse a la mayoria de los casos de estudio, ya sea para interpretar los patrones

de herencia, disefiar y preparar material vegetal adecuado para el estudio de los
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mecanismos de resistencia, o para simular el funcionamiento de una poblacién al inicio
de la resistencia bajo diversas presiones de seleccion.

Asi, el enfoque metodoldgico postulado consiste en utilizar herramientas de la
Genética Cuantitativa para obtener una estimacion de la varianza aditiva para la
resistencia, a partir de la cual se puede estimar la heredabilidad del caracter en una
poblacion donde se encuentran presentes los dos tipos de mecanismos (RT y RNT).

Para esto, se propone que la asignacion dicotobmica mendeliana de fenotipos
‘resistente” y “susceptible” puede resolverse en una medida biométrica de variacion
continua a través de cuatro variables fenotipicas: Area foliar, Delta de area, Biomasa
fresca y Biomasa seca. También se plantea la determinacion de la contribuciéon de
cada mecanismo, considerando que la presencia del primero (RT) puede identificarse
a priori mediante la técnica molecular de dCAPS. El efecto de los poligenes puede
medirse a través de la heredabilidad, para lo que existen numerosos modelos
estadisticos, los cuales asumen que la poblacién estd en EHW. En este caso, se
propuso trabajar con familias de medio-hermanos para estimar la heredabilidad en
sentido estricto, aplicando la metodologia descripta en Kearsey and Pooni (1996)
respecto a desglosar la regresion dentro de las familias de medio-hermanos, calcular
mediante la pendiente el efecto de los genes mayores (RT) y con el residual, el efecto

de los genes menores (RNT).

Hipo6tesis de trabajo

La poblacién de Amaranthus palmeri S. Wats recolectada a campo en la zona
de Totoras, provincia de Santa Fe, con resistencia a glifosato presenta varianza
genética para dicho caracter y dicha varianza se desglosa en dos componentes: un
componente que se debe a los genes mayores (mecanismo de RT) y un componente

de genes menores (mecanismo de RNT).
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Objetivo general
Establecer las bases genéticas de la resistencia al herbicida glifosato hallada

en una poblacion de A. palmeri de Totoras.

Objetivos especificos
1. Evaluar fenotipicamente cada una de las familias de medio-
hermanos generadas a partir de semillas provenientes de la poblacion original

de A. palmeri de Totoras.

2. Estimar las frecuencias génicas y genotipicas en la poblacion
para el alelo EPSPS P106S.
3. Aplicar métodos bioestadisticos para determinar la contribucion

de cada mecanismo, RT y RNT, y si estos ultimos son efectivamente

multigénicos.
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Materiales y Métodos

Obtencién del material de estudio

La poblacién de Amaranthus palmeri resistente a glifosato (R3) que dio origen a
esta tesis se caracterizé previamente (Larran et al., 2020), obteniéndose las curvas
Dosis-Respuesta que se muestran en el Anexo (Figura S1). A partir de semillas de
dicha poblacibn R3 se cultivaron bajo condiciones controladas (25°C con un
fotoperiodo de 16:8 horas dia/noche y una intensidad luminica de 400 umol/m?s) 148
plantas de A. palmeri, 58 de las cuales resultaron pie femenino y 90 pie masculino. El
sustrato consisti® en una mezcla de tierra, arena y perlita (70-20-10%,
respectivamente). Para lograr la panmixia en estas condiciones artificiales de cultivo,
se propicié la polinizacion de las inflorescencias femeninas manualmente por
diseminacion periddica de una mezcla de polen recolectado de las 90 plantas
masculinas. Luego, se cosecharon y limpiaron separadamente las inflorescencias
maduras provenientes de cada madre y las semillas asi obtenidas se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su utilizacion. De este modo se obtuvieron 58 familias de
medio-hermanos.

Cabe sefalar que las 58 madres fueron genotipadas para la
presencia/ausencia de la mutacion en la prolina 106 del gen EPSPS, seleccionandose
luego 25 familias para la caracterizacion fenotipica y molecular. Dicha caracterizacion
fue realizada en 9 plantas por familia, en promedio, lo que dio un total de 228 plantas

analizadas.

Evaluacién fenotipica

Se evaluaron en promedio 9 individuos de cada una de las 25 familias de
medio-hermanos seleccionadas, estableciendo como variables cuantitativas del nivel
de dafo producido por una aplicacién de glifosato 1/2X (540 g i.a./ha) luego de los 21
dias de la aplicacion, la Biomasa fresca y seca de cada individuo (parte aérea) asi
como también el Area foliar total determinada mediante el software Easy Leaf Area
(Easlon y Bloom, 2014). Ademas, se registré el area de cobertura total inicial in planta
(Area inicial), para considerar la posible heterogeneidad en cuanto al tamafio al
momento de la aplicacion. Una cuarta variable denominada “Delta de area” fue
calculada a partir de la diferencia entre el Area foliar o Area final (21 dias post-
aplicacion) y el Area inicial.

Cabe aclarar que la Biomasa fresca se determind en una balanza analitica
(Boeco) inmediatamente luego de la recoleccion de las muestras y la Biomasa seca,
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luego del secado en estufa a 60 °C durante 48 horas. Con respecto a la determinacion
del area foliar, se utilizo el software Easy Leaf Area con la referencia de 2 cm? exigida
por el programa (cuadrado rojo). La siguiente figura ejemplifica las determinaciones

realizadas en cada momento (Figura 3).

0938 © oo Xl =, 1 95%! y 12:58 B 0

Easy Leaf Area y ¥ / Easy Leaf Area

CID @D , . 4 D €D
oo . _ ‘, n

Total Leaf Area = 29.07cm*2 Total Leaf Area = 36.04cm*2

BT L EmERT

Figura 3. Determinacion del area foliar total de las plantas antes de la aplicacién (1) y
21 dias post-aplicacion (2) del herbicida glifosato, mediante el software Easy Leaf
Area. Cabe aclarar que el Area inicial (antes de la aplicacion) fue determinada in
planta mientras que el Area foliar (al cabo de los 21 dias) fue determinada en un solo
plano, juntando las partes de la planta. Este procedimiento minimiza el error en la
determinacion del area con el software, dado que la referencia utilizada y la muestra

se encuentran en el mismo plano.
Con el fin de detectar posibles relaciones colineales entre las variables

fenotipicas evaluadas se realizé un andlisis de correlacién entre las mismas, y un

analisis gréafico de su comportamiento en funciéon de la variable nimero de alelos.
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Genotipado dirigido mediante dCAPS (derived Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence)

Con el fin de determinar la presencia/ausencia del mecanismo RT
caracterizado para la poblacion original estudiada (mutaciéon en la P106 del gen
EPSPS, que de aqui en adelante denominaremos alelo R), se extrajo una muestra de
ADN genoémico de cada individuo previo a la aplicacion del herbicida (que se realiz6 en
el estadio de 3 a 4 hojas verdaderas aproximadamente), la cual fue sometida a un
ensayo de digestion diferencial de secuencias polimorficas amplificadas (dCAPS).

La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo a una version modificada y
acortada del protocolo de extraccion con buffer CTAB. Se molieron 100 mg de tejido
foliar, previa incubacion a 60°C durante toda la noche, y se agregaron 600 ul de buffer
CTAB (Tris-Cl 100 mM pH: 8; cloruro de sodio 1,4 M; EDTA 20 mM pH: 8; CTAB 2%).
Luego de incubar 15 minutos a 55°C, se afiadieron 600 pl de cloroformo y se
centrifugd 7 minutos a 15000 x g a temperatura ambiente. Se extrajo 400 pl de la fase
superior y se coloc6 con 400 ul de isopropanol. Se incub6 durante 10 minutos a -20°C
y posteriormente se centrifugd a maxima velocidad a 4°C. Después de lavar el pellet
con etanol 70% V/V, éste se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendi6é en agua.

La PCR vy la digestién se llevaron a cabo como se describe en Chatham et al.
(2015), con modificaciones menores. Los cebadores se disefiaron para detectar
mutaciones puntuales en el gen EPSPS que generan una sustitucioén en la prolina 106.
El cebador directo es EPSdcapsF1 (5-ATGTTGGACGCTCTCAGAACTCTTGGT-3’),
mientras que el reverso fue modificado para generar especificidad para las
poblaciones locales del género Amaranthus (EPSdcapsR1: 5'-
TCCAGCAACGGCAACCGCAGCTGTCCATG-3). Las digestiones se realizaron a 37
°C durante toda la noche, utilizando la enzima de restriccibn Ncol (Promega, Cat.
R6513), que reconoce y corta especificamente la secuencia C*CATGG presente en la
secuencia de tipo salvaje.

Las bandas de ADN se visualizaron en geles de poliacrilamida al 6% P/V
tefidos con SYBR safe (Invitrogen®, Cat. S33102) Las electroforesis se realizaron
utilizando un equipo Bio-Rad Mini-PROTEAN Illl. Se prepararon geles al 6% P/V con
acrilamida: bisacrilamida (29:1) 30% P/V, TBE 5X (Tris 0,044 M; &cido bérico 0,036 M;
EDTA 0,05 M; pH:8), APS 10% P/V y TEMED. Las muestras a sembrar se diluyeron
con buffer de siembra (azul de bromofenol 0,25% P/V, xilencianol 0,25% P/V y glicerol
30% V/IV). Se emple6 como buffer de corrida al TBE 0,5X y las corridas

electroforéticas se realizaron a 100 V.
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Muestras de ADN previamente secuenciadas se incluyeron como controles
para validar la fidelidad de la prueba. La secuencia salvaje produce una Unica banda
digerida de 156 pb, mientras que una mutacion puntual en el tercer nucle6tido
codificante de la P106 produce la pérdida del sitio de restricciéon y la visualizacién de
una Unica banda no digerida de 181 pb. Asi, aquellas plantas que presentaron sélo la
banda no digerida de 181 pb o ambas bandas fueron clasificadas como homocigotas y
heterocigotas mutantes en P106, respectivamente (RR y Rr), mientras que las que
presentaron solo la banda de 156 pb fueron clasificadas como homocigotas salvajes
para la P106 (rr). Las muestras con genotipo “dudoso” se enviaron a secuenciar para
definir qué alelos estaban efectivamente presentes.

Esta misma metodologia se utilizé sobre las plantas madres (pie femenino
generador de cada familia), a los fines de constatar la variabilidad genética de la

poblacion.

Estimacion de frecuencias génicas y genotipicas en la poblacién G1 para EPSPS

De acuerdo con las frecuencias de homocigotas de cada tipo (D y R, siendo
f(RR) y f(rr), respectivamente) y de heterocigotas (H, f(Rr)) observadas en la
segregacion de las 25 familias de medio-hermanos seleccionadas, se estimaron las
frecuencias alélicasp=D +¥%2Hy g = R + ¥ H. A partir de estas frecuencias alélicas
se estimaron las frecuencias genotipicas esperadas en el EHW, y las frecuencias
genotipicas observadas se cotejaron con las esperadas mediante la prueba no
paramétrica del Chi-cuadrado (Liu, 2017).

Aplicacion de métodos bioestadisticos

Para la evaluacion del nivel de resistencia se analizaron cuatro variables
respuesta: Biomasa fresca, Biomasa seca, Area foliar y Delta de area. Para poder
aplicar un andlisis de la varianza (ANOVA), bajo el cumplimiento de los supuestos
requeridos (normalidad de los residuos y homocedasticidad), se utilizo la variable Delta
de éarea. Para poder considerar ambas fuentes de variacion (Familia y nimero de
alelos R) en conjunto, se utiliz6 la estrategia de descomposicidon propuesta por
Kearsey and Pooni (1996). La misma consiste en desglosar la regresion dentro de las
familias de medio-hermanos, calcular mediante la pendiente el efecto de los genes
mayores (RT) y con el residual, el efecto de los genes menores (RNT). En otras
palabras, al combinar regresion con ANOVA se “limpia” el error con el que se prueba
el significado de la pendiente de regresiéon. Para esto, se toman los datos del ANOVA

y de la regresion y se calcula la suma de cuadrados del residual (por diferencia entre
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SM de Familia — SM de la Regresién). Luego se estima el CM del residual,
considerando los grados de libertad correspondientes. Finalmente, se calcula la
estadistica F y su p — valor asociado tanto para la regresion (F = CM de la Regresién /
CM del Residual) como para el residual (F = CM del Residual / CM del Error del
modelo).

Teniendo en cuenta que la covarianza entre familias de medio-hermanos es ¥4
Varianza Aditiva (Va) involucrada en la determinacion del caracter, se calcula la
heredabilidad en sentido estricto (h?) multiplicando el coeficiente de correlacion
intraclase (t) del modelo de ANOVA por 4 (Kearsey and Pooni, 1996).

Esto es: h* = Va/Vp-> 4 t

Las otras variables fenotipicas (Area foliar, Biomasa fresca y Biomasa seca) no
pudieron ser analizadas de este modo, dada la falta de cumplimiento de los supuestos
para la aplicacion del ANOVA (lo més critico resultd ser la heterocedasticidad que
presentaron los datos de estas variables). Por otro lado, si se lograba sortear estos
incumplimientos mediante la transformacién de la variable, se perdia informacién por
los valores nulos, lo que dejaba afuera del analisis a un nimero significativo de datos,
alterando las conclusiones. Por lo tanto, estas variables fueron analizadas mediante el
uso de Modelos Lineales Generalizados, utilizando como predictores a las variables
Familias de medio-hermanos y nimero de alelos R, y como covariable al Area inicial.

Para todos los analisis estadisticos se utilizé el Software InfoStat (Di Rienzo et
al., 2020).
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Resultados

Obtencién de la poblacion Gg

Se obtuvo una poblacion (G,) de 58 familias de medio-hermanos,
entendiéndose como tal a las semillas cosechadas sobre una misma madre, siendo el
padre una mezcla de polen de la poblacion original (a partir de 90 pies masculinos)
(Figura 4). Dichas familias fueron generadas a partir de la muestra de semillas de la
poblacion original de A. palmeri de Totoras, previamente caracterizada (Larran et al.,
2020). En el Anexo de esta Tesis se exponen las curvas Dosis-Respuesta obtenidas
para la poblacion original de Totoras, en comparacién con una poblacion susceptible
(Figura S1). Considerando estos resultados previos, se eligid una dosis de glifosato
igual a la mitad de la dosis recomendada a campo (1/2 de 1080 g i.a./ha) para evaluar

la respuesta frente al herbicida en el mayor nimero de plantas sobrevivientes.

Figura 4. Generacién de las familias de medio-hermanos a partir de la poblacién
resistente de Totoras. Cultivo en cadmara calida de A. palmeri a partir de una muestra
de semillas representativa de la poblacion resistente a glifosato (de Totoras) (1). Se
obtuvieron 58 pies femeninos y 90 pies masculinos. Cosecha individualizada y

limpieza de semillas de cada una de las 58 plantas madres (2 y 3).

Mediante la técnica de dCAPS fue posible caracterizar la presencia de la
mutacién en la posicién 106 de EPSPS (alelo que llamaremos R), y el grado de cigosis

en las 58 madres de las familias generadas. A modo de ejemplo, en la Figura 5 se
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muestra la evaluacién mediante electroforesis en gel de poliacrilamida para 13 madres

de familia evaluadas, con la asignacion del genotipo correspondiente.
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida 6% P/V tefiido con SYBR safe para
detectar la presencia/ausencia de la sustitucion P106S en la EPSPS (Ensayo de
dCAPS). Calle 5: Marcador de peso molecular 100 pb. Calles 1-3 y 6-15: plantas
madres evaluadas. La secuencia salvaje (Wt) produce una banda Unica digerida de
156 pb, mientras que la mutante es insensible a la digestiéon y produce una banda no
digerida de 186 pb. Todas las plantas resultaron RR, a excepcion de las sembradas en
las calles 6 y 7, que fueron genotipadas como Rr, correspondientes a las familias 30 y
38.

De las 58 madres, s6lo 4 resultaron heterocigotas para el alelo mutante (Rr),
siendo las 54 restantes, homocigotas resistentes (RR). No fue posible hallar ninguna
madre homocigota rr. De este modo, las 4 madres Rr fueron incluidas en la

caracterizacion fenotipica, junto con 21 madres RR seleccionadas al azar.

Caracterizacion fenotipica y genotipado dirigido de las 25 familias de medio-
hermanos seleccionadas (G,)

A los fines de caracterizar la varianza fenotipica y genotipica dentro de cada
familia, nueve individuos promedio de cada familia fueron sometidos a la aplicacion del
herbicida y posteriormente evaluados, tal como se detalla en materiales y métodos.

Con respecto a la caracterizacién fenotipica de las plantas sometidas al
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herbicida glifosato (media dosis de uso), las variables determinadas fueron cuatro:
Biomasa fresca y seca, Area foliar y Delta de &rea, todas ellas evaluadas 21 dias post
aplicacion.

En relacion a la caracterizacién genotipica, nuevamente, a modo de ejemplo,
se muestra el resultado de la electroforesis obtenida luego de la digestion de los
productos de PCR correspondientes a 9 plantas individuales derivadas de las familias
analizadas (Figura 6). En algunos casos, fue necesario repetir el ensayo para
determinar inequivocamente el genotipo asignado e incluso secuenciar el producto de
PCR (Figura 7).

Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida 6% P/V tefiido con SYBR safe para
detectar la presencia/ausencia de la sustitucion P106S en la EPSPS (dentro de cada
familia). Calle 8: Marcador de peso molecular 100 pb. Calles 1-5: 5 plantas de la
familia 38. Calles 6-10: 4 plantas de la familia 42. Plantas que fueron genotipadas

como RR: calle 2; como Rr: calles 3,4,5,6,9y10ycomorr: 1y 7.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos por secuenciacion de productos de PCR. En

negro se resalta el codén codificante para la prolina 106 de la secuencia salvaje (rr).

Cada uno de los tres cromatogramas son representativos de muestras clasificadas con

los siguientes genotipos: 1) rr; 2) RR 'y 3) Rr.

En el Anexo se presenta la tabla completa con los datos obtenidos tanto de la

cuantificacion fenotipica como genotipica de las 25 familias de medio-hermanos, que

luego fueron utilizados para el analisis bioestadistico (Tabla S1). A continuacion, se

muestra una tabla que resume las variables determinadas por familia (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de las variables fenotipicas y genotipicas determinadas sobre la

poblacion G;.
Planta - Area | Delta de | Biomasa | Biomasa Ndmero de plantas
Madre Familia foliar area fresca seca | Totales | Muertas| RR Rr rr
19,66 7,66 1,24 0,25
RR 53 + + + + 8 1 2 6 0
10,57 9,06 0,79 0,16
19,47 7,44 1,16 0,23
RR 33 + * + + 9 0 7 2 0
9,67 9,39 0,69 0,14
12,18 4,20 0,78 0,18
RR 34 + * + + 9 0 7 2 0
9,08 5,52 0,69 0,17
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26,33 18,83 1,20 0,24

RR 58 + + t + 9 9 0
19,87 15,54 1,03 0,22
23,72 0,33 2,00 0,39

RR 5 + * + * 9 9 0
11,17 20,69 1,45 0,28
13,23 6,01 0,91 0,18

RR 23 + x * x 9 8 0
16,91 13,61 1,24 0,23
9,40 5,55 0,54 0,10

RR 54 + + + + 10 10 0
8,13 7,16 0,41 0,07
16,49 9,18 0,77 0,17

RR 32 + + + + 8 8 0
13,03 8,61 0,59 0,13
24,66 12,66 1,53 0,30

RR 20 + * + * 9 9 0
13,71 14,11 0,88 0,19
20,86 7,59 1,53 0,31

RR 7 + * + * 7 7 0
10,76 15,22 0,71 0,13
21,76 8,20 1,49 0,32

RR 46 + + + + 8 8 0
17,08 12,55 1,05 0,24
21,38 10,50 1,43 0,29

RR 16 + + * + 8 8 0
13,34 10,80 0,83 0,17
25,60 11,31 1,43 0,27

RR 40 + * + * 9 9 0
11,55 12,78 0,66 0,16
21,95  -0,35 1,63 0,33

RR 21 + + + + 10 9 0
9,67 12,34 1,02 0,20
19,18 12,96 0,73 0,11

RR 56 + * + * 8 8 0
11,94 8,07 0,49 0,10
25,72 9,82 1,48 0,27

RR 8 + * + * 9 6 0
14,43 9,15 1,03 0,20
27,94 15,19 1,20 0,23

RR 13 + * + + 9 9 0
12,04 12,64 0,59 0,13
RR 1 8,62 1,63 0,86 0,17

+ + + + 9 7 0
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5,79 6,63 0,37 0,07

12,03 10,07 0,69 0,14
RR 31 + + + + 7 1 2 5 0

8,12 8,89 0,37 0,07

8,49 7,24 0,74 0,15
RR 48 + + + + 9 0 0 9 0

5,86 5,96 0,29 0,06

5,43 4,41 0,57 0,11
RR 39 + + + + 9 0 0 9 0

5,70 5,22 0,34 0,07

19,59 3,71 1,15 0,23
Rr 52 + + + + 11 2 1 10 0

18,23 10,70 0,85 0,17

16,28 6,13 0,85 0,16
Rr 42 + + + + 12 2 0 11 1

13,79 9,36 0,83 0,14

14,69 1,89 0,93 0,18
Rr 38 + + + + 13 2 8 4 1

12,93 6,73 0,75 0,15

0,58 -2,17 0,05 0,01
Rr 30 + + + + 10 9 0 6 4

1,82 3,58 0,16 0,03

Las variables Area y Delta de area se expresan en cm?; las variables Biomasa fresca y seca,
en gramos. Para cada variable se muestra la media + el desvio estandar. El genotipo de las 25

madres de las familias estudiadas se indica en la primera columna.

Andlisis descriptivo de las fuentes de variacion

Entre las 228 plantas, 22 no sobrevivieron tras la aplicacion con glifosato,
dentro de las cuales sélo tres presentaron el genotipo rr. A los fines de considerar el
efecto del estadio en el que fueron aplicadas, se grafica el Area inicial para todas las
familias, sefalando las 22 plantas que resultaron muertas luego del tratamiento con el
herbicida. Se puede apreciar que, en la mayoria de los casos, la no supervivencia no
puede atribuirse a una aplicacion muy temprana en el desarrollo de la plantula, dada la
supervivencia en paralelo de otros individuos de similar Area inicial, e incluso menor
(Figura 8).
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Figura 8. Area inicial (al momento de la aplicacion del herbicida) para cada planta.
Con flechas azules y un elipse se sefialan las plantas de cada familia que luego no
sobrevivieron a la aplicacion del glifosato.

En la figura 9 se puede observar que de las cuatro variables fenotipicas
medidas para evaluar el efecto del herbicida, tres son independientes, ya que las
variables Biomasa fresca y Biomasa seca son claramente colineales (coeficiente de
correlacion de 0,98).
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Figura 9. Gréfico de dispersion para Biomasa seca, Area foliar y Delta de area en
funcién de la Biomasa fresca. Se observa una relacién lineal para la Biomasa seca en
funcién de la Biomasa fresca (pendiente 0,20 R?= 0,98).

Respecto a la variabilidad dentro y entre las familias, un analisis preliminar de
los gréficos de cajas muestra la gran heterogeneidad presente para las variables
fenotipicas (Figura 10).
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Figura 10. Box-Plot para cada una de las variables fenotipicas en las 25 familias
evaluadas. Los puntos negros indican el valor medio de cada variable para
cada familia. Las cajas representan el rango intercuartilico (IQR), donde el

limite inferior y superior de la caja corresponden al primer y tercer cuartil,
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respectivamente, y la linea central dentro de la caja muestra la mediana.
Lineas enteras indican los percentiles 5% (0,05) y 95% (0,95). Los puntos fuera
de estos limites son considerados outliers. Se puede observar heterogeneidad

tanto en las medias como en la dispersion de datos entre diferentes familias.

Por otro lado, cuando se analiza cada variable fenotipica en funcién del factor

namero de alelos R, sin discriminar el efecto familia, se observa un patrén de regresion

lineal en todos los casos (Figura 11).
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Figura 11. Analisis gréfico de las variables fenotipicas en funcién del numero de alelos

R. En todos los casos se observa una tendencia lineal positiva entre la variable

fenotipica y el nUmero de alelos resistentes, aunque con diferente pendiente.

Cabe sefalar que no se cumple el supuesto de igualdad de varianzas en todos

los casos, por lo que solo se grafican las curvas de regresién lineal con fines

descriptivos, no estadisticos. So6lo para la variable Delta de area se cumplen los

supuestos para el andlisis de regresion lineal, el cual resulta significativo (Tabla 3), lo

gue se interpreta como una confirmacion de la contribucién del mecanismo RT.

Tabla 3: Andlisis de regresion lineal para la variable Delta de area. En amarillo se

resaltan los pardmetros determinantes para la conclusion estadistica.

Andlisis de regresién lineal

Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC
Delta de &rea 228 0,02 0,01 127,63 1753,331763,61

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor CpMallows VIF
const 2,11 2,40 -2,61 6,83 0,88 0,3798
num Alelo R 2,93 1,39 0,18 5,67 2,10 0,0368 4,41 1,00
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Sin embargo, el coeficiente de determinacion de la regresién lineal es
particularmente bajo (R* = 0,02), lo que implica que sélo el 2% de la varianza en la
variable dependiente se explica por la variable numero de alelos R. En otras palabras,
la contribucién del mecanismo RT es relativamente baja, debiendo existir otras fuentes
de variacion que expliquen la varianza de esta variable fenotipica. A continuacion, se
establece la metodologia para determinar qué fuentes de variacién estan en juego

significativamente en nuestro sistema de estudio.

Examen del Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) en la poblacién generada (G,)

A partir del conteo de cada genotipo (6 rr, 70 Rr y 151 RR), se estimaron las
frecuencias alélicas p y q y se realizdé el calculo de las frecuencias genotipicas
esperadas en el EHW (Tabla 4). Dichas frecuencias genotipicas esperadas permitieron
el célculo de los valores esperados para cada clase genotipica en la muestra
analizada (n= 228) y se cotejaron con los observados mediante la prueba no
paramétrica del Chi-cuadrado. El valor de Chi-cuadrado calculada resulté en 0,30,
mientras que el valor de Chi-cuadrado tabulada para 1 grado de libertad y nivel de
significacion a=0,05 es de 3,84, por lo que no se puede rechazar Hy. Esto es, segun
este test de bondad de ajuste, los datos observados se ajustan a la distribucién

esperada para una poblacién en EHW (Tabla 5).

Tabla 4. Estimacion de las frecuencias genotipicas esperadas para la poblacién en

estudio, bajo el supuesto de que se encuentre en EHW.

. Frecuencias . .
Frecuencias Frecuencias genotipicas

genotipicas observadas alelicas esperadas
observadas
D 151/228 0,67
H 71/228 0,30
R 6/228 0,03
p 0,818
q 0,182

Dadoque p=D +¥% Hyqg=R+%H, se estimaron las frecuencias alélicas observadas a partir
de las frecuencias genotipicas obtenidas empiricamente. Luego, dado que en una poblacién en
EHW, D= p2; H=2pqg; R= q2, se estimaron las frecuencias genotipicas esperadas a partirde p y

g observados.
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Tabla 5. Valores observados versus esperados para cada genotipo dentro de la

poblacién analizada (n=228).

Genotipos  Valor Observado  Valor Esperado

RR 151 153
Rr 71 68
re 6 7

total 228 228

Tratamiento bioestadistico y célculo de heredabilidad en sentido estricto

La variable Delta de area fue utilizada para la estimacion de la heredabilidad en
sentido estricto, mediante el analisis de la varianza (ANOVA), por ser la Unica que
present6 homocedasticidad (p>0,05 de la prueba de Levene) y una distribucién cuasi
normal de residuos (W*= 0,97 del test de Shapiro-Wilks modificado).

En primer lugar se realiz6 un ANOVA para dicha variable considerando como
Unico factor a la Familia, siendo éste significativo (p = 0,005). Paralelamente, se
analizé la relacion entre esta variable y el nimero de alelos R (portadores de la
mutacién P106S), obteniéndose una regresion lineal también significativa (p = 0,037).
Dado que esta Ultima variable no se encuentra igualmente representada dentro de la
variable Familia, no es correcto analizar ambos efectos (Familia y nUmero de alelos R)
aplicando un ANOVA bifactorial. Tampoco puede ser utilizarla como covariable, ya que
se trata de una variable discreta con soélo tres valores posibles: 0, 1 y 2. Por lo tanto,
no corresponde realizar un ANOVA bifactorial para ponderar correctamente las fuentes
de variacidn que operan en nuestro sistema de estudio, dado que los niveles del factor
numero de alelos R son sélo tres y no se encuentran igualmente representados dentro
de cada familia de medio-hermanos (resulta légico, dado que de las 25 madres, sélo
cuatro fueron Rr, y so6lo de éstas derivan individuos rr). Asi, la metodologia aplicada
para estimar si ambas fuentes de variacidbn son significativas consisti6 en los
siguientes pasos:

1) Un ANOVA unifactorial para analizar si el efecto de Familia es significativo

(Tabla 6).

Tabla 6: Andlisis de la varianza para la variable Delta de &rea, utilizando como Unico
factor a Familia. Para las comparaciones entre Medias se utilizé el test de Duncan
(a=0,05). En amarillo se resaltan los parametros determinantes para la conclusiéon

estadistica.
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Andlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv
Delta de area 228 0,19 0,10 155,74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 5562,15 24 231,76 2,01 0,0050
Familia 5562,15 24 231,76 2,01 0,0050
Error 23421,94 203 115,38
Total 28984,09 227

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 115,3790 gl: 203

Familia Medias n E.E.

30 -2,17 10 3,40 A

21 -0,35 10 3,40 A B

5 0,33 9 3,58 A B C

1 1,63 9 3,58 A B C D

38 1,89 13 2,98 A B C D

52 3,71 11 3,24 A B C D E

34 4,20 9 3,58 A B C D E

39 4,42 9 3,58 A B C D E

54 5,55 10 3,40 A B C D E

23 6,01 9 3,58 A B C D E

42 6,14 12 3,10 A B C D E

48 7,24 9 3,58 A B C D E F
33 7,44 9 3,58 A B C D E F
7 7,59 7 4,06 A B C D E F
53 7,66 8 3,80 A B C D E F
46 8,20 8 3,80 A B C D E F
32 9,18 8 3,80 A B C D E F
8 9,82 9 3,58 A B C D E F
31 10,07 7 4,06 A B C D E F
16 10,50 8 3,80 B C D E F
40 11,31 9 3,58 B C D E F
20 12,66 9 3,58 C D E F
56 12,96 8 3,80 D E F
13 15,19 9 3,58 E F
58 18,83 9 3,58 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

2) Un analisis de regresion lineal con respecto a la segunda fuente de

variacion: el niumero de alelos R, para ver si es significativa (el mismo que
se muestra anteriormente, pero en este caso, se incluye el ANOVA

correspondiente) (Tabla 7).

Tabla 7: Analisis de regresion lineal para la variable Delta de area y ANOVA

correspondiente. En amarillo se resaltan los pardmetros determinantes para la

conclusiéon estadistica.

Andlisis de regresién lineal

N R? R? Aj ECMP AIC BIC

Delta de &rea 228 0,02 0,01 127,63 1753,331763,61

Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF
const 2,11 2,40 -2,61 6,83 0,88 0,3798
num Alelo R 2,93 1,39 0,18 5,67 2,10 0,0368 4,41 1,00
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 554,77 1 554,77 4,41 0,0368
num Alelo R 554,77 1 554,77 4,41 0,0368
Error 28429,32 226 125,79
Total 28984,09 227

3) La combinacion de ambos analisis, para descomponer la fuente
principal de variacion (Familia) considerando la regresion lineal con la
variable nimero de alelos R dentro de Familia, para ver si sigue siendo

significativa la regresion y ademas, si lo es el residual (Tabla 8).

Tabla 8: Andlisis combinado para la variable Delta de area aplicando la metodologia
descripta en Kearsey y Pooni (1996). La suma de cuadrados residual se despejo de la
siguiente manera: SC Residual: 5562,15 - 554,77 = 5007,38. El cuadrado medio
residual resultd: CM Residual = 5007,38 / 23 = 217,71. En amarillo se resaltan los

parametros determinantes para la conclusion estadistica.

Combinacién de ANOVA y Regresidn

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5562,15 24 231,76 2,01 0,0050
Regresidn 554,77 1 554,77 2,55 < 0,050
Residual 5007,38 23 217,71 1,88 < 0,050
Familia 5562,15 24 231,76 2,01 0,0050
Error 23421,94 203 115,38

Total 28984,09 227

Si bien ambos efectos resultaron significativos (p < 0,05), lo que confirma la
presencia de ambos mecanismos de resistencia (RT y RNT), cabe recordar la baja
contribucién del mecanismo RT, como se explicé anteriormente (dado el bajo R? de la
regresion).

Por otro lado, al estimar la h?, considerando que la varianza ambiental (Ve) se
puede deducir del CM del error (Ve = 115,38), y que la varianza entre familias (Ventre)
se despeja del CM entre familias (231,76), restandole el CM del error y luego
dividiendo por el n promedio (Ventre = (231,76 - 115,38) / 9,12 = 12,76), lo que en este
modelo de familias de medio-hermanos resulta igual a % de la varianza aditiva (Va), se

obtiene:

h? = Va/Vp-> 4 t > 4 Ventre/(Ventre + Vdentro) > 4 x 12,76/(12,76 + 115,38) = 0,40

34



Una heredabilidad menor a 0,45 estaria indicando que el caracter es
poligénico, en concordancia con la observacion anterior, donde el mecanismo de RT
(monogénico) no parece preponderante en el modelo.

Ahora bien, si en el ANOVA se considera ademas al Area inicial como
covariable, ésta resulta significativa y con pendiente negativa. Para considerar este
efecto, se repite el analisis para el célculo de h2, considerando la covariable Area
inicial (Tabla 9).

Tabla 9: Analisis completo combinado para la variable Delta de area aplicando la
metodologia descripta en Kearsey y Pooni (1996), utilizando como covariable al Area
inicial. La suma de cuadrados residual se despejé de la siguiente manera: SC: 5708,18
- 554,77 = 5153,41. El cuadrado medio residual result6: CM Residual = 5153,41/ 23 =
224,06. En amarillo se resaltan los parametros determinantes para la conclusién

estadistica.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
Delta de area 228 0,27 0,18 148,62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor Coef
Modelo 7757,45 25 310,30 2,95 <0,0001
Familia 5708,18 24 237,84 2,26 0,0012
Area inicial 2195, 30 1 2195, 30 20,89 <0,0001 -0,33
Error 21226, 64 202 105,08
Total 28984,09 227

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 105,0824 gl: 202

Familia Medias n E.E.

30 -4,68 10 3,29 A

1 0,52 9 3,43 A B

39 1,34 9 3,48 A B C

38 2,70 13 2,85 A B C

54 3,41 10 3,28 A B C

34 3,42 9 3,42 A B C

21 3,59 10 3,35 A B C

48 4,24 9 3,48 A B C D

5 4,64 9 3,54 A B C D

23 4,98 9 3,42 A B C D

52 5,54 11 3,12 A B C D

42 6,07 12 2,96 A B C D

31 7,31 7 3,92 B C D E
33 7,99 9 3,42 B C D E
32 8,17 8 3,63 B C D E
53 8,21 8 3,63 B C D E
7 8,55 7 3,88 B C D E
46 9,26 8 3,63 B C D E
16 10,67 8 3,62 B C D E
56 11,60 8 3,64 B C D E
8 11,65 9 3,44 B C D E
40 12,01 9 3,43 C D E
20 13,20 9 3,42 C D E
13 15,98 9 3,42 D E
58 17,89 9 3,42 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Andlisis de regresién lineal

Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC
Delta de drea 228 0,02 0,01 127,63 1753,331763,61

Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor CpMallows VIF
const 2,11 2,40 -2,61 6,83 0,88 0,3798
num Alelo R 2,93 1,39 0,18 5,67 2,10 0,0368 4,41 1,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 554,77 1 554,77 4,41 0,0368
num Alelo R 554,77 1 554,77 4,41 0,0368
Error 28429,32 226 125,79
Total 28984,09 227

Combinacién de ANOVA y Regresidn

F.V. sC gl CM F p-valor Coef
Modelo 7757,45 25 310,30 2,95 <0,0001
Regresidn 554,77 1 554,77 2,5 < 0,050
Residual 5153,41 23 224,06 2,1 < 0,050
Familia 5708,18 24 237,84 2,26 0,0012
Area inicial 2195, 30 1 2195, 30 20,89 <0,0001 -0,33
Error 21226, 64 202 105,08
Total 28984,09 227

Al estimar la h?, considerando que la varianza ambiental (Ve) se puede deducir
del CM del error (Ve = 105,08), y que la varianza entre familias (Ventre) se despeja del
CM entre familias (237,84), restandole el CM del error y luego dividiendo por el n
promedio (Ventre = (237,84 - 105,08) / 9,12 = 14,55), se obtiene:

h? = Va/Vp-> 4t > 4 x 14,55/(14,55 + 105,08) = 0,49

Como puede observarse, no hay grandes cambios en la estimacion de la
heredabilidad en sentido estricto, lo que significa que ambos mecanismos (RT y RNT)
siguen siendo significativos, aunque con una tendencia hacia un mecanismo
oligogénico, tal vez ya no poligénico.

La idea original de este trabajo fue confirmar la presencia de ambos
mecanismos y evaluar la contribucion de cada uno de ellos, estimando la
heredabilidad en sentido estricto a partir de las diferentes variables fenotipicas
evaluadas. Esto solo fue posible con la variable descripta hasta aqui, por razones
estadisticas, como se explicé anteriormente. A continuacién, se muestra el analisis
realizado con las demas variables y su interpretaciéon en términos bioldgicos, lo que
intenta complementar esta descripcion.

En estadistica, el modelo lineal generalizado (MLG) es una generalizacién
flexible de la regresion lineal ordinaria que permite variables de respuesta que tienen

modelos de distribucion de errores distintos de una distribucién normal. El MLG
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generaliza la regresion lineal al permitir que el modelo lineal esté relacionado con la
variable de respuesta a través de una funcion de enlace y al permitir que la magnitud
de la varianza de cada medicion sea una funcion de su valor predicho. Asi, las
variables fenotipicas Area foliar, Biomasa fresca y Biomasa seca fueron modeladas en
funcion de los predictores Familia y nimero de alelos R, utilizando la covariable Area
inicial. A continuacion se muestran los modelos obtenidos para estas variables,
cuando éstos resultaron convergentes.

Para la variable Area foliar, considerando que se comporta segin una

distribucion de Poisson, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 10.

Tabla 10: Andlisis de la variable Area foliar con MLG en funcion de los predictores
Familia y nimero de alelos R, utilizando la covariable Area inicial. En amarillo se

resaltan los pardmetros determinantes para la conclusion estadistica.

General

Familia Enlace Convergencia Escala
poisson log Alcanzada 1,00

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
228 2542,59 2638, 61 -1243,29 1572,40
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis secuenciales para los efectos fijos

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)
NULL 227 2783,07
Familia 24 809,12 203 1973,94 <0,0001
num.Alelo.R 2 14,59 201 1959, 35 0,0007
Area.inicial 1 386,95 200 1572,40 <0,0001

Pruebas de hipdétesis marginales (Wald) para los efectos fijos

Source numDF  denDF F-value p-value
Familia 24 200 12,89 <0,0001
num.Alelo.R 2 200 1,75 0,1757
Area.inicial 1 200 406,31 <0,0001

Area.final - Medias ajustadas y errores estadndares para Familia
Inversa de la funcidén de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)

Estimaciones para la siguiente combinacién de valores de las covariables
Covariable Valor

Area.inicial Media

Procedimiento de correccién de p-valores: No

Familia PredLin E.E. Media E.E.

58 3,24 0,10 25,62 2,67 A

13 3,15 0,10 23,32 2,39 A B

20 3,03 0,11 20,71 2,18 B c

40 3,02 0,10 20,47 2,13 B c D

8 2,97 0,10 19,52 1,94 B c D E
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56 2,96 0,11 19,38 2,23 B c D E

16 2,93 0,11 18,76 2,09 c D E
53 2,89 0,11 18,01 1,95 c D E

46 2,82 0,11 16,75 1,86 D E F

7 2,81 0,12 16,69 1,93 D E F

33 2,81 0,11 16,60 1,79 E F

52 2,79 0,10 16,29 1,66 E F G

32 2,79 0,12 16,27 1,94 E F G

42 2,79 0,10 16,23 1,58 E F G

31 2,71 0,13 15,06 1,99 E F G H

21 2,63 0,10 13,89 1,44 F G H

23 2,57 0,12 13,05 1,58 G H I

38 2,50 0,10 12,13 1,19 H I

34 2,48 0,12 11,97 1,45 H I J

5 2,47 0,11 11,79 1,32 H I J

48 2,43 0,14 11,38 1,58 H I J

54 2,33 0,13 10,25 1,36 I J K

1 2,19 0,14 8,96 1,22 J K
39 1,99 0,16 7,29 1,19 K
30 -0,26 0,41 0,77 0,32 L

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Este modelo indica que existe efecto significativo tanto del predictor Familia
como numero de alelos R, siendo ademas significativa la covariable Area inicial. Sin
embargo, el test de Wald sélo resulta significativo para Familia y la covariable, lo que
implica que el valor del coeficiente para el predictor nUmero de alelos podria ser
perfectamente cero. Por lo tanto, esa variable no influye a la hora de determinar la
variable respuesta y podria ser eliminada del modelo. Por ello, sélo se muestran las
comparaciones entre familias.

No obstante, haciendo un paralelismo con el andlisis efectuado para la variable
Delta de area, si se analiza Unicamente el efecto del nimero de alelos R, modelando

s6lo con este predictor, se obtiene lo mostrado en la Tabla 11.

Tabla 11: Analisis de la variable Area foliar con MLG en funcién del predictor nimero
de alelos R. En amarillo se resaltan los parametros determinantes para la conclusiéon

estadistica.
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General

Familia Enlace Convergencia Escala
poisson log Alcanzada 1,00

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
228 3446,66 3456, 95 -1720,33 2526,48
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (Wald) para los efectos fijos

Source numDEF  denDF  F-value p-value
num.Alelo.R 2 225 102,64 <0,0001

Area.final - Medias ajustadas y errores estandares para num.Alelo.R
Inversa de la funcidn de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccidén de p-valores: No

num.Alelo.R PredLinE.E. Media E.E.

2 3,000,02 20,00 0,36 A

1 2,530,03 12,52 0,42 B

0 1,340,21 3,83 0,80 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Este modelo, si bien no supera al anterior (cuyo indice de AIC es menor),
explica parte de la variabilidad del Area foliar como una funcién lineal del nimero de
alelos R (dada la proporcionalidad que guardan las medias). Sin embargo, un analisis
combinado similar al efectuado para la variable Delta de area no es posible por
limitaciones estadisticas, por lo que sélo podemos describir cualitativamente que
ambos factores tienen influencia en la variable respuesta, siendo Familia el
preponderante.

Al realizar este mismo modelado sobre las dos variables restantes (Biomasa
seca y Biomasa fresca), pero ahora utilizando la familia de distribucion Gamma, ya que
los valores de biomasa suelen tener esta distribucion (previa modificacion de los
valores nulos por casi nulos), los modelos no convergen. Al analizar estas variables
modelando los valores con la distribucién de Poisson, no da significativo ninguno de
los predictores. Solo fue posible obtener un modelo predictivo confiable que explique la
varianza de la Biomasa (seca o fresca) con el predictor nimero de alelos R (Tablas 12
y 13).

Tabla 12: Analisis de la variable Biomasa seca con MLG en funciéon del predictor
numero de alelos R. En amarillo se resaltan los parametros determinantes para la

conclusién estadistica.
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Medidas de ajuste del modelo

n AIC BIC logLik deviance df.resid
228 -285,25 -271,53 146,62 408,74 225,00
AIC y BIC menores implica mejor

Familia

Family link
Gamma inverse

Pruebas de hipétesis marginales

Source numDEF  denDF F-value p-value
num.Alelo.R 2 225 8,13 0,0004

Biomasasecacorreg - Medias ajustadas y errores estandares para num.Alelo.R
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

num.Alelo.R PredLin E.E. Media E.E.

0 19,098 6,55 0,05 0,02 A

1 6,32 0,60 0,16 0,02 B

2 4,16 0,27 0,24 0,02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 13: Analisis de la variable Biomasa fresca con MLG en funcién del predictor
numero de alelos R. En amarillo se resaltan los parametros determinantes para la

conclusién estadistica.

Medidas de ajuste del modelo

n AIC BIC logLik deviance df.resid
228 457,53 471,25 -224,77 399,72 225,00
AIC y BIC menores implica mejor

Familia

Family 1link
Gamma inverse

Pruebas de hipdétesis marginales

Source numDF  denDF F-value p-value
num.Alelo.R 2 225 8,73 0,0002

Biomasafrescacorreg - Medias ajustadas y errores estandares para num.Alelo.R
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

num.Alelo.R PredLin E.E. Media E.E.

0 4,00 1,28 0,25 0,08 A

1 1,25 0,12 0,80 0,07 B

2 0,82 0,05 1,22 0,08 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Para ambas variables fenotipicas, la comparacion entre las medias ajustadas
para numero de alelos R arroja que el homocigota resistente (RR) presenta una media
superior a los demas genotipos, siendo la media del genotipo heterocigota (Rr) un
valor intermedio entre las de RR y rr. Desde el punto de vista bioldgico, esto indicaria

gue la mutacion en EPSPS podria ser aditiva, en consonancia, ademas, con la
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regresion lineal que observamos para la variable Delta de area en funcion del nimero

de alelos R.
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Discusién

La resistencia no target es un tipo de respuesta de las plantas que no depende
de un solo gen, sino de muchos loci que actian en conjunto. Se cree que esta forma
de resistencia no surge de mutaciones nuevas, sino de genes y variantes ya presentes
en las poblaciones vegetales (Délye et al., 2013"). Si se estudian estos genes por
separado, es posible que se pasen por alto los efectos combinados entre ellos (efectos
aditivos e interacciones). Por eso, los enfoques de la genética cuantitativa, que
permiten analizar c6mo se suman o interactian multiples genes, son clave para
entender mejor este fenémeno.

A pesar de su utilidad, pocos estudios han aplicado enfoques de genética
cuantitativa para investigar la resistencia. En general, se suele trabajar con muestras
recolectadas directamente del campo, sin generar previamente plantas con
caracteristicas genéticas controladas, lo cual seria ideal para este tipo de andlisis. Por
ejemplo, se ha sefialado la falta de lineas isogénicas como una limitacion importante
para estudiar aspectos como el costo en términos de adaptacion o “aptitud” (Vila-Aiub
et al.,, 2009). Las desventajas de seleccionar el material vegetal adecuado son el
tiempo necesario para generar las plantas y los desafios que implica realizar los
cruzamientos. Para estimar el nimero de genes independientes que conducen a un
fenbmeno observado, o para determinar la aditividad génica, interacciones,
dominancia o epistasis, se requiere el calculo de muchos indices basados en varias
generaciones de datos: progenitores, hibridos (F1), progenie autofecundada del
hibrido (F2) y retrocruzamientos con ambos progenitores (BC1), en los casos mas
simples. Este procedimiento completo rara vez se ha utilizado en el estudio de la
resistencia a herbicidas en malezas. Solo podemos citar algunos ejemplos como los
de Lolium rigidum (Busi et al., 2013) y Alopecurus myosuroides (Rosenhauer et al.,
2015).

En esta tesis se postula un enfoque mas simple de genética cuantitativa para
proporcionar informacién valiosa a partir de la evaluacién de varianzas para diferentes
variables fenotipicas, en respuesta a dosis Unica del herbicida, con relativamente bajo
costo y moderado tiempo experimental adicional. Esta perspectiva metodolégica
implicé la generacion de familias de medio-hermanos, a partir de las cuales se
evaluaron las varianzas correspondientes que permitieron la estimacion de la
heredabilidad en sentido estricto, previa corroboraciéon del equilibrio Hardy-Weinberg.
A continuacion se discuten los principales hallazgos obtenidos y su implicancia en este

campo del conocimiento.
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Amaranthus palmeri: complejidad biolégica vs simpleza metodoldgica

Amaranthus palmeri es una maleza reconocida por su extraordinaria plasticidad
biologica: presenta una alta variabilidad genética, ciclos de vida cortos y una notable
capacidad de adaptacion. Estos factores la han convertido en una de las especies mas
problematicas en sistemas agricolas modernos del norte y del sur de América (Gaines
et al., 2020a), especialmente por su rapida evolucion de resistencia a herbicidas.

Paralelamente, el cruzamiento en A. palmeri resulta sorprendentemente simple.
Al ser una especie dioica con polinizaciéon cruzada obligada, el intercambio genético
entre individuos es natural y eficiente. Esta caracteristica facilita tanto los estudios
genéticos como la generacién de poblaciones experimentales, lo que representa una
ventaja para la investigacion en comparacion con otras malezas de reproduccion mas
restringida.

En este trabajo se pudieron cosechar semillas de 58 familias de medio-
hermanos generadas exitosamente en condiciones controladas (camara de cultivo) por
polinizacion artificial de 58 pies femeninos con una mezcla de polen proveniente de 90
pies masculinos. La proporcion esperada de plantas femeninas y masculinas en una
poblacion en condiciones normales es aproximadamente 1:1. No obstante, factores
ambientales (como el estrés por sequia, densidad de siembra o herbicidas) pueden
alterar esta proporcién, aunque la base genética tienda al equilibrio (Borgato et al.,
2023; Mesgaran et al., 2021; Korres y Norsworthy, 2017). La alta densidad de siembra
empleada en nuestros experimentos pudo haber determinado el desequilibrio en favor
de los pies masculinos.

Un aspecto interesante de la biologia reproductiva de A. palmeri es la
posibilidad de que ocurra apomixis. Las tasas de apomixis pueden estar reguladas por
las condiciones ambientales; por lo tanto, las plantas femeninas apomicticas putativas
no siempre estan presentes en poblaciones de especies dioicas (Hojsgaard y Horandl,
2019). Ribeiro y colaboradores (2014) confirmaron que plantas femeninas de A.
palmeri sensibles y resistentes al glifosato, aisladas reproductivamente, produjeron
semillas viables. Sin embargo, es importante mencionar que los autores no pudieron
confirmar progenie apomictica mediante marcadores de ADN.

La influencia del ambiente materno en el crecimiento y desarrollo de la
progenie vegetal ha sido ampliamente documentada. Se ha sugerido que las plantas
madre sometidas a estrés ambiental pueden modificar epigenéticamente (a través de
la metilacién del ADN, modificaciones de histonas y expresion de smRNAS) ciertos
rasgos fenotipicos en su progenie, lo que podria mejorar la supervivencia de la

descendencia frente al mismo o incluso a diferentes tipos de estrés ambiental en
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diversas etapas del ciclo de vida. En este sentido, se observaron efectos maternos que
promueven la tolerancia a la sequia en las semillas de la progenie de A. palmeri
(Matzrafi et al., 2021). Mas aun, se observo que el estrés hidrico materno reduce la
sensibilidad de la descendencia a herbicidas en esta especie (Osipitan et al., 2021).
Cabe sefialar que en esta tesis se emplearon condiciones normales de cultivo
para la obtencién de las madres de las familias de medio-hermanos, por lo que la

influencia de efectos maternos inducidos por estrés se encuentra minimizada.

Contribucion relativa de mecanismos RT y RNT a la resistencia al glifosato en A.
palmeri

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que la poblacién de
Amaranthus palmeri analizada se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg (EHW), lo
cual sugiere que, en ausencia de fuerzas evolutivas como seleccién, migracion o
deriva genética, las frecuencias génicas se mantienen estables en la generacién
evaluada (G1). Este hallazgo proporciona un marco de referencia sélido para evaluar
posteriormente el impacto de los mecanismos de resistencia al herbicida glifosato.

A pesar de que se observaron muertes tras la aplicacion del herbicida, el
analisis del Area inicial permitié descartar que la mortalidad se deba exclusivamente a
un estadio fenolégico temprano, lo que sugiere una respuesta diferencial al
tratamiento, atribuible a factores genéticos y ambientales.

En cuanto a las cuatro variables fenotipicas evaluadas, las dos referidas a
biomasa resultaron colineales. Podria pensarse a priori que el porcentaje de agua en
condiciones controladas de riego es relativamente constante, lo que justifica esta
correlacion. De la pendiente de dicha relacion se puede deducir que estas plantas
presentaron en promedio un 80% de agua, lo cual condice con lo esperable: el
contenido acuoso representa entre el 80 y 90% del peso fresco de la mayoria de las
plantas herbaceas jovenes (levinsh, 2023). No obstante, esto podria haberse visto
afectado por los mecanismos de resistencia que estan operando, por ello valié la pena
su evaluacion.

El analisis de regresion lineal entre el nimero de alelos R y la variable Delta de
area mostré una relacion significativa. Sin embargo, el bajo valor del coeficiente de
determinacion (R2 = 0,02) indica que la contribucion del mecanismo de RT es baja
(explica solo el 2 % de la variacion en dicha variable) y que otras fuentes de variacion,
como mecanismos de RNT y factores ambientales, estarian influyendo en la respuesta
fenotipica observada.

El andlisis de varianza permitié estimar una heredabilidad en sentido estricto
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(h?) de 0,40 para la variable Delta de area, lo que sugiere un control poligénico del
caracter. Al incluir el Area inicial como covariable, la heredabilidad aumento
ligeramente a 0,49, sin alterar sustancialmente la interpretacion. Estos valores apoyan
la hipotesis de que ambos mecanismos de resistencia, RT y RNT, estan operando
simultaneamente, aunque el RNT parece tener un peso relativo mayor.

Curiosamente, al considerar al Area inicial como covariable, ésta resulté con
pendiente negativa. Desde la fisiologia no tiene I6gica esta relacién (a menor Area
inicial, mayor Delta de area, o sea, mayor velocidad de crecimiento) en condiciones
normales, si se tiene en cuenta que las plantas aplicadas se encuentran en la zona
inicial de la curva sigmoidea de crecimiento, por lo que el incremento en el area foliar
seria exponencial. Esta relacién negativa tampoco responde al supuesto de que las
plantas mas pequefias son las mas afectadas por el herbicida, més bien esta
indicando lo contrario. Entonces se podria pensar que las plantas mas pequefias
pueden haber quedado parcialmente protegidas por el dosel de las mas grandes o
bien, que el mecanismo de resistencia que esta operando es mas robusto en estadios
tempranos. De todos modos, cabe aclarar que en todos los casos se respetd la
condicion indicada para el control de A. palmeri por glifosato: estadios fenolégicos
tempranos, de 4 a 6 hojas al momento de la aplicacion y la aplicacion se realizd
espaciando suficientemente cada planta.

El modelado mediante modelos lineales generalizados para las otras variables
fenotipicas permiti6 complementar el andlisis bioestadistico. En el caso del Area foliar
(determinada a los 21 dias de la aplicacion), se identificé un efecto significativo de la
familia, y aunque el nimero de alelos R mostro cierta influencia, no resulto significativo
segun el test de Wald (p=0,1757). En cambio, para las variables Biomasa seca y
Biomasa fresca, se observé un patrén aditivo asociado al nimero de alelos R, con
medias ajustadas que aumentan de rr a RR, lo que respalda la hip6tesis de que la
mutacion en EPSPS actia de forma aditiva, como ya se ha reportado en otras
especies (Huffman et al., 2016).

Estos resultados colectivamente permiten afirmar que, en la poblacién
estudiada, ambos mecanismos de resistencia estan presentes, aunque el componente
genético de RT (la mutacion en la Prolina 106) presenta una influencia moderada. La
heredabilidad intermedia y el patrén aditivo observado en algunas variables fenotipicas
refuerzan la nocion de un control oligogénico del caracter, con implicancias
importantes para la evoluciéon y manejo de la resistencia en esta especie.

Un estudio reciente en Amaranthus tuberculatus alcanz6 conclusiones

similares, basandose en que el 25 % de la resistencia fenotipica fue atribuido a
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mecanismos de RNT, con 250 genes asociados identificados, dentro de una muestra
donde los mecanismos de RT estaban ampliamente presentes (en el 80 % de los
individuos), explicando el 33 % de la variacion en la resistencia (Kreiner et al., 2020).
En conjunto, estos hallazgos resaltan la importancia subestimada de los
mecanismos poligénicos de RNT en la evolucién de la resistencia, que no sélo pueden
conferir resistencia en ausencia de RT, sino que también pueden actuar como

modificadores de la resistencia en presencia de RT.
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Conclusion

La poblacion de Amaranthus palmeri de Totoras presenta varianza genética
significativa para resistencia a glifosato, lo que confirma que existe heredabilidad del
caracter (h2 = 0,40-0,49). El analisis de regresion lineal mostr6 que el nimero de
alelos R (RT) explica apenas el 2 % de la variacion en la variable Delta de érea,
evidenciando un efecto aditivo moderado de un gen mayor. El componente restante,
asociado a mecanismos no-target (RNT), aporta la mayor parte de la variacion
fenotipica y refleja un control oligogénico. Estos resultados validan la hipotesis de que
la varianza genética en esta poblacion se descompone en un componente de genes
mayores (RT) y otro de genes menores (RNT), y subrayan la necesidad de estrategias

de manejo que aborden ambos mecanismos simultaneamente.
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Figura S1. Curvas Dosis-Respuesta de la poblacion de Totoras frente al glifosato.

Efecto del glifosato sobre la supervivencia y biomasa de la poblacién de Totoras (Tot).

Las plantas de las poblaciones Tot (resistente) y VM (susceptible) fueron sometidas a

la aplicaciébn de dosis crecientes de glifosato. Los resultados se expresan como

porcentaje de supervivencia (grafico de la izquierda) y peso seco (gréfico de la

derecha) respecto de los grupos controles no tratados. En linea punteada en rojo se

indica la dosis aplicada a campo (1X) de glifosato. Las barras verticales representan *

el error estandar de la media. Datos tomados de Larran et al., 2020.

Tabla S1. Determinacién de las variables fenotipicas y los genotipos en 9 plantas

promedio de cada una de las 25 familias de medio-hermanos seleccionadas para el

analisis.
Area Biomasa Biomasa
Familia | Planta | Area inicial foliar Delta de area fresca seca Genotipo
1 12,50 19,00 6,50 0,9350 0,2100 Rr
2 12,00 12,00 0,00 0,9010 0,2000 Rr
3 6,50 31,90 25,40 1,5300 0,2760 RR
53 4 6,00 17,40 11,40 0,8600 0,1870 Rr
5 26,50 32,00 5,50 2,7170 0,5530 RR
6 26,00 25,00 -1,00 1,7354 0,3603 Rr
7 6,00 20,00 14,00 1,2298 0,2058 Rr
8 0,50 0,00 -0,50 0,0000 0,0000 Rr
1 24,50 35,50 11,00 2,1390 0,4290 RR
2 14,50 21,30 6,80 0,6580 0,1500 Rr
33 3 2,50 6,30 3,80 0,3130 0,0530 Rr
4 30,50 24,40 -6,10 2,3813 0,4734 RR
5 21,00 20,00 -1,00 1,2703 0,2473 RR
6 2,50 20,70 18,20 1,1302 0,1758 RR
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7 4,50 4,00 -0,50 0,6394 0,1037| RR
8 4,50 17,00 12,50 0,7862 0,1497| RR
9 3,75 26,00 22,25 1,0965 0,2494| RR
1 28,00 23,00 -5,00 1,5300 0,3550| Rr
2 2,00 3,50 1,50 0,2040 0,0400| Rr
3 6,00 14,00 8,00 0,6400 0,1180| RR
4 4,00 10,00 6,00 0,8070 0,1660| RR
34 5 1,75 5,75 4,00 0,3070 0,0610| RR
6 0,75 1,50 0,75 0,1010 0,0190| RR
7 0,85 5,20 4,35 0,2130 0,0320| RR
8 6,50 21,70 15,20 1,1383 0,2796| RR
9 22,00 25,00 3,00 2,1151 0,5125| RR
1 11,00 36,00 25,00 1,6750 0,3240| RR
2 3,50 15,00 11,50 0,6400 0,1160| RR
3 1,00 2,20 1,20 0,2454 0,1686| RR
4 0,50 1,00 0,50 0,0761 0,0113| RR
58 5 7,00 59,00 52,00 1,1616 0,2122| RR
6 5,00 18,80 13,80 0,9071 0,0343| RR
7 23,00 50,00 27,00 3,5723 0,7605| RR
8 12,00 31,00 19,00 1,5122 0,2973| RR
9 4,50 24,00 19,50 1,0393 0,1946| RR
1 4,00 10,50 6,50 0,5890 0,1150| RR
2 13,50 27,00 13,50 1,3957 0,2450| RR
3 12,50 22,00 9,50 1,3834 0,2676| RR
4 12,50 32,00 19,50 1,7185 0,4013| RR
5 5 28,00 32,00 4,00 2,7982 0,5840| RR
6 76,50 25,00 -51,50 5,0861 0,9461| RR
7 0,50 1,00 0,50 0,1290 0,0122| RR
8 34,00 29,00 -5,00 2,6000 0,5200| RR
9 29,00 35,00 6,00 2,2615 0,4523| RR
1 9,50 9,00 -0,50 0,5000 0,1100| RR
2 25,00 39,00 14,00 2,5338 0,5043| RR
3 0,50 2,00 1,50 0,1685 0,0209| RR
4 5,50 8,00 2,50 0,6049 0,1490| RR
23 5 10,50 12,50 2,00 0,6988 0,1238| RR
6 5,50 45,00 39,50 3,4937 0,6327| RR
7 2,00 3,60 1,60 0,2130 0,0451| RR
8 0,50 0,00 -0,50 0,0000 0,0000|  Rr
9 6,00 0,00 -6,00 0,0000 0,0000| RR
1 15,00 18,70 3,70 1,1040 0,2230| RR
2 4,50 6,30 1,80 0,3100 0,0650| RR
54 3 2,00 3,40 1,40 0,3573 0,0603| RR
4 5,00 23,00 18,00 1,0499 0,1735| RR
5 1,50 1,00 -0,50 0,0483 0,0126| RR
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6 3,00 5,00 2,00 0,4741 0,0898| RR
7 2,00 4,00 2,00 0,2232 0,0600| RR
8 1,00 2,60 1,60 0,2436 0,0406| RR
9 4,00 10,00 6,00 0,3600 0,0755| RR
10 0,50 20,00 19,50 1,1800 0,1674| RR
1 10,00 25,00 15,00 1,2039 0,2446| RR
2 6,50 7,00 0,50 0,4600 0,1651| RR
3 3,00 0,00 -3,00 0,0000 0,0000| RR
2 4 13,00 30,00 17,00 1,2865 0,3315| RR
5 7,50 24,00 16,50 0,8482 0,1679| RR
6 0,50 0,00 -0,50 0,0000 0,0000| RR
7 16,00 31,90 15,90 1,6083 0,3298| RR
8 2,00 14,00 12,00 0,7500 0,1416| RR
1 12,50 34,00 21,50 2,5528 0,4772| RR
2 30,00 20,00 -10,00 1,5118 0,2837| RR
3 5,00 6,40 1,40 0,6766 0,1476| RR
4 4,00 14,00 10,00 1,1292 0,2100| RR
20 5 11,50 38,00 26,50 2,7300 0,6395| RR
6 20,10 31,00 10,90 1,1077 0,1884| RR
7 3,30 40,00 36,70 1,7137 0,2564| RR
8 20,10 34,00 13,90 2,2780 0,4443| RR
9 1,50 4,50 3,00 0,1089 0,0260| RR
1 7,50 18,00 10,50 1,2033 0,2668| RR
2 15,00 26,00 11,00 2,0793 0,4067| RR
3 1,50 2,00 0,50 0,1408 0,0260| RR
7 4 4,00 22,00 18,00 1,3593 0,2929| RR
5 34,00 18,00 -16,00 2,2239 0,4095| RR
6 24,15 22,00 -2,15 1,8918 0,3624| RR
7 6,75 38,00 31,25 1,8061 0,3762| RR
1 37,50 47,00 9,50 3,0174 0,6625| RR
2 35,00 33,00 -2,00 2,0646 0,4550| RR
3 11,00 14,00 3,00 0,9182 0,1999| RR
46 4 3,50 2,70 -0,80 0,2037 0,0656| RR
5 2,50 8,40 5,90 1,0876 0,1557| RR
6 2,50 3,00 0,50 0,3750 0,0932| RR
7 2,50 39,00 36,50 1,4823 0,2741| RR
8 14,00 27,00 13,00 2,7981 0,6407| RR
1 17,50 25,00 7,50 1,6366 0,3650| RR
2 20,00 33,00 13,00 2,1759 0,4265| RR
3 8,50 27,00 18,50 2,2956 0,4603| RR
16 4 24,00 25,00 1,00 2,1426 0,4295| RR
5 0,50 1,00 0,50 0,4480 0,0537| RR
6 4,50 34,00 29,50 1,3642 0,3148| RR
7 10,00 26,00 16,00 1,3624 0,2802| RR
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8 2,00 0,00 -2,00 0,0000 0,0000| RR
1 24,50 12,80 -11,70 1,6250 0,3466| RR
2 13,50 34,60 21,10 1,3891 0,2666| RR
3 12,50 21,00 8,50 1,3537 0,2975| RR
4 5,00 11,00 6,00 0,8210 0,1328| RR
40 5 12,50 37,00 24,50 2,3382 0,4630| RR
6 6,75 18,00 11,25 0,7500 0,1175| RR
7 25,00 45,00 20,00 2,6080 0,5588| RR
8 3,90 29,00 25,10 1,1607 0,1672| RR
9 25,00 22,00 -3,00 0,8587 0,0947| RR
1 6,00 10,00 4,00 0,5852 0,1317| RR
2 37,50 25,00 -12,50 3,7472 0,7420| RR
3 6,50 9,00 2,50 0,6257 0,1346| RR
4 29,00 27,00 -2,00 2,2250 0,4856| RR
51 5 34,00 33,00 -1,00 2,6416 0,5468| Rr
6 11,00 28,00 17,00 1,5000 0,2343| RR
7 18,00 25,00 7,00 0,8970 0,1856| RR
8 29,00 8,00 -21,00 0,7866 0,2032| RR
9 18,00 33,50 15,50 1,4372 0,2937| RR
10 34,00 21,00 -13,00 1,9020 0,3869| RR
1 1,50 4,00 2,50 0,1349 0,0230| RR
2 3,30 21,00 17,70 0,6894 0,0986| RR
3 1,50 15,00 13,50 0,4877 0,0499| RR
56 4 10,00 15,00 5,00 0,6332 0,0948| RR
5 1,50 20,80 19,30 0,9070 0,1193| RR
6 3,90 26,00 22,10 0,9722 0,1451| RR
7 23,00 43,00 20,00 1,7284 0,3424| RR
8 5,00 8,60 3,60 0,2939 0,0437| RR
1 34,00 48,50 14,50 3,4140 0,6189| RR
2 12,50 26,00 13,50 1,0836 0,2021| RR
3 3,90 10,00 6,10 0,4976 0,0821| Rr
4 29,00 27,00 -2,00 1,8730 0,4138| Rr
8 5 34,00 35,00 1,00 2,4266 0,4767| RR
6 1,50 17,00 15,50 0,7528 0,1070| RR
7 1,50 1,00 -0,50 0,0636 0,0060| RR
8 20,00 35,00 15,00 1,6200 0,2810| Rr
9 6,75 32,00 25,25 1,6010 0,2753| RR
1 3,90 17,00 13,10 0,5405 0,0772| RR
2 11,00 17,00 6,00 0,6160 0,1114| RR
3 24,15 28,00 3,85 1,7083 0,4290| RR
13 4 20,10 24,50 4,40 0,9543 0,1947| RR
5 20,10 26,00 5,90 1,3587 0,2515| RR
6 7,50 32,00 24,50 1,4147 0,2536| RR
7 18,00 48,00 30,00 2,1755 0,3991| RR
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8 6,75 45,00 38,25 1,5506 0,2382| RR
9 3,30 14,00 10,70 0,4422 0,0884| RR
1 6,05 18,80 12,75 1,2000 0,2400| Rr
2 2,40 2,00 -0,40 0,4000 0,0800| Rr
3 7,07 3,60 -3,47 0,6000 0,1200| RR
4 5,16 9,60 4,44 0,9000 0,1800| RR
1 5 5,08 4,80 -0,28 0,8000 0,1600| RR
6 14,50 3,80 -10,70 0,7000 0,1400| RR
7 2,42 9,00 6,59 0,5000 0,1000| RR
8 15,00 16,00 1,00 1,6000 0,3200| RR
9 5,30 10,00 4,71 1,0000 0,2000| RR
1 0,47 5,00 4,54 0,4000 0,0800| Rr
2 0,82 15,20 14,38 0,8000 0,1600| Rr
3 4,66 0,00 -4,66 0,0000 0,0000| RR
31 4 1,14 12,40 11,26 0,9000 0,1800| Rr
5 3,45 13,00 9,55 0,9000 0,1800| RR
6 1,75 12,80 11,05 1,1000 0,2200| Rr
7 1,40 25,80 24,40 0,7000 0,1400| Rr
1 1,09 10,00 8,91 0,9000 0,1800| Rr
2 0,35 1,80 1,45 0,5000 0,1000| Rr
3 1,15 15,10 13,95 0,3000 0,0600| Rr
4 0,80 16,00 15,21 0,8000 0,1600| Rr
48 5 1,43 13,40 11,97 1,3000 0,2600| Rr
6 1,34 4,70 3,36 0,5000 0,1000| Rr
7 3,17 3,60 0,43 0,7000 0,1400| Rr
8 0,58 0,80 0,22 0,8000 0,1600| Rr
9 1,32 11,00 9,69 0,9000 0,1800| Rr
1 0,22 2,11 1,90 0,1000 0,0200| Rr
2 1,88 12,24 10,37 0,9000 0,1800| Rr
3 1,54 15,80 14,26 0,9000 0,1800| Rr
4 1,64 10,17 8,54 0,6000 0,1200| Rr
39 5 1,04 2,11 1,08 0,2000 0,0400| Rr
6 0,88 1,50 0,62 0,4000 0,0800| Rr
7 0,38 1,07 0,69 0,5000 0,1000| Rr
8 0,43 0,80 0,38 0,4000 0,0800| Rr
9 1,22 3,11 1,90 1,1000 0,2200| Rr
1 20,00 0,00 -20,00 0,0000 0,0000| RR
2 20,00 38,00 18,00 2,2190 0,4756| Rr
3 34,00 45,00 11,00 2,1139 0,4237| Rr
4 20,00 26,00 6,00 1,2000 0,2624| Rr
5 2,50 0,00 -2,50 0,0000 0,0000  Rr
6 24,15 43,00 18,85 2,3000 0,4765| Rr
7 25,00 32,00 7,00 1,6880 0,2623| Rr
8 20,00 22,00 2,00 1,2046 0,2124| Rr
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9 5,05 6,00 0,95 0,8000 0,1600 Rr
10 1,95 2,20 0,25 0,4000 0,0800 Rr
11 2,00 1,30 -0,70 0,7000 0,1400 Rr
1 11,00 27,00 16,00 1,0962 0,1933 Rr
2 11,00 1,00 -10,00 0,0846 0,0299 Rr
3 2,50 0,00 -2,50 0,0000 0,0000 Rr
4 23,00 32,00 9,00 1,7323 0,3015 Rr
5 23,00 31,00 8,00 1,9034 0,3503 Rr
6 11,00 0,00 -11,00 0,0000 0,0000 Rr
7 29,00 40,00 11,00 2,5244 0,4469 Rr
8 6,75 17,00 10,25 0,9152 0,1716 Rr
9 0,89 3,03 2,15 0,1000 0,0200 Rr
10 1,90 14,30 12,40 0,7000 0,1400 Rr
11 0,43 13,57 13,14 0,6000 0,1200 rr
12 1,23 16,41 15,18 0,6000 0,1200 Rr
1 10,00 0,00 -10,00 0,0000 0,0000 RR
2 18,00 21,00 3,00 0,9895 0,1958 RR
3 18,00 26,00 8,00 1,0308 0,2088 RR
4 34,00 33,00 -1,00 1,9700 0,3682 RR
5 18,00 34,00 16,00 1,6440 0,2613 RR
6 1,50 0,00 -1,50 0,0000 0,0000 RR
7 24,15 24,00 -0,15 2,2050 0,4733 RR
8 34,00 26,50 -7,50 1,7356 0,3883 RR
9 2,23 5,00 2,78 0,3000 0,0600 Rr
10 1,32 9,00 7,68 0,8000 0,1600 Rr
11 1,54 2,20 0,66 0,6000 0,1200 Rr
12 1,18 7,00 5,83 0,4000 0,0800 Rr
13 2,58 3,30 0,73 0,4000 0,0800 rr
1 3,04 5,77 2,73 0,5000 0,1000 rr
2 10,50 0,00 -10,50 0,0000 0,0000 Rr
3 0,80 0,00 -0,80 0,0000 0,0000 rr
4 0,72 0,00 -0,72 0,0000 0,0000 rr
5 5,50 0,00 -5,50 0,0000 0,0000 Rr
6 2,50 0,00 -2,50 0,0000 0,0000 Rr
7 2,00 0,00 -2,00 0,0000 0,0000 Rr
8 1,50 0,00 -1,50 0,0000 0,0000 Rr
9 0,68 0,00 -0,68 0,0000 0,0000 rr
10 0,20 0,00 -0,20 0,0000 0,0000 Rr

Los valores de area estan expresados en cm?, los de biomasa, en g. En celeste se muestran
las Unicas 4 familias provenientes de una madre heterocigota (Rr), siendo las restantes madres
homocigotas (RR); en verde se resaltan las 6 plantas que presentaron el genotipo rr y en

naranja, aquellas plantas que murieron luego de la aplicacién del herbicida.
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