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Caracterizacion de la resistencia de Amaranthus quitensis a tres
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RESUMEN. Amaranthus quitensis es una especie anual de origen sudamericano que se reproduce por semillas.
En Argentina su distribucién abarca centro y norte del pais y constituye una de las principales malezas en los
cultivos de verano (soja, maiz y girasol) del area pampeana. En la regién central (provincia de Cérdoba y Santa
Fe) se detectaron fallas en su control al emplearse distintas familias de herbicidas (imidazolinonas, sulfonilureas
y triazolopirimidinas) por lo cual el objetivo de este trabajo fue caracterizar la resistencia a nivel bioquimico
y molecular de biotipos de A. quitensis correspondientes a cuatro localidades de esta region. Especificamente
utilizamos distintos herbicidas inhibidores de la Aceto-Lactato Sintasa (ALS), una enzima involucrada en
la sintesis de un grupo de aminoacidos, tomando como base de comparacién un biotipo susceptible. Como
objetivos especificos determinamos el origen geografico de la resistencia a cada uno de estas tres familias de
herbicidas y evaluamos el efecto de diferentes dosis sobre la actividad de la ALS “in vitro”. Los resultados
indican que los materiales analizados corresponden a eventos de resistencia independientes y no a un origen
comtin por movilidad de germoplasma entre las localidades en donde se detectaron las resistencias. Los estudios
de variabilidad genética de los biotipos estudiados aportan evidencias de los mecanismos de resistencia frente
a diferentes herbicidas que tienen como blanco la enzima ALS.
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AssTRACT. Characterization of Amaranthus quitensis resistance to three families of herbicides: Amaranthus
quitensis is an annual species from South America that reproduces by seed. In Argentina its distribution covers
central and northern country and is a major weed of summer crops (soybean, corn and sunflower) Pampa
area. In the central region (Province of Cordoba and Santa Fe) flaws in its control were detected, when using
different herbicide families (imidazolinone, sulfonylurea and triazolopyrimidines). Therefore, the aim of this
study was to characterize the resistance at the biochemical and molecular level of biotypes of A. quitensis from
four localities along this region. Specifically we used different herbicides inhibitors Aceto-Lactate Synthase
(ALS), an enzyme involved in the synthesis of a group of aminoacids, and compared them with a susceptible
biotype. Specific objectives were to determine the geographical origin of the resistance to each of these three
herbicides and to assess the effect of different doses on ALS activity in vitro. Results, based on the observed
genetic variability and on the sequences of the als genes, indicated that the analyzed populations were originated
independently and not from a common mutation event that later dispersed to the different sites. These results
allowed for a deeper knowledge at the biochemical and molecular levels of the resistance mechanisms of five

ecotypes of A. quitensis to different herbicides that have the ALS enzyme as a target.

[Keywords: ALS, acetolactate synthase resistance, biodiversity, agroecosystems]

INTRODUCCION

Amaranthus quitensis es una especie anual
de origen sudamericano que se reproduce
por semillas. Pertenece a la familia de las
Amarantédceas, que comprende més de 60
especies entre las que se encuentran algunas
comestibles, difundidas enlas regiones cdlidas y
templadas (Burkart 1978). En nuestro pafs, esta
maleza abarca todo el territorio, con excepcion
del drea comprendida al sur de la provincia de
Rio Negro. Enlaregién pampeana es una de las
principales malezas en los cultivos de verano
(soja, maiz y girasol). Esta especie es susceptible
amuchos de los herbicidas recomendados para
el control de especies dicotiledéneas en los
sistemas agricolas.
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El uso de herbicidas de accién selectiva
supone que determinadas especies cultivadas
(y no cultivadas) son capaces de desarrollarse
a las dosis recomendadas de aplicacién
agricola de esos herbicidas, aunque puedan
ser controladas a dosis superiores. Un
grupo interesante de herbicidas son los que
corresponden a los inhibidores de la enzima
Aceto-Lactato Sintasa (ALS), involucrada en
la sintesis de algunos aminoacidos, debido a
las bajas dosis de uso, baja toxicidad y bajo
riesgo ambiental. Sin embargo, las bases de
datos de especies que generaron resistencia
a estos herbicidas informan la existencia de
116 especies (Heap 2012). El primer herbicida
inhibidor de la ALS comercializado fue el
clorsulfurén en 1982 y solo 5 afios después
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se confirmo la aparicién de resistencia en una
poblacion de Lactuca serriola (Mallory Smith
et al. 1990). La rapida aparicién de casos de
resistencia cataloga a estos grupos como de
alto riesgo para la evolucién de resistencia.

De acuerdo con lo analizado por Cristoffoleti
et al. (2000), en cualquier poblacién donde
los individuos muestren una base genética
variable en cuanto a tolerancia a una medida
de control, la aplicacién en forma repetida de
esta medida puede cambiar la composicion
poblacional, promoviendo el éxito diferencial
de los individuos resistentes y disminuyendo
la eficacia de esta estrategia. En las poblaciones
de malezas, independientemente de la
aplicaciéon de cualquier herbicida, existen
individuos con caracteristicas genéticas que le
confieren resistencia a ese principio activo.

Para comprender cémo se genera la
resistencia a herbicidas en una poblacién de
malezas se han propuesto dos mecanismos:
la teoria de la mutacién (cambio genético)
o cambios en la poblacién de la maleza por
genes preexistentes que confieren resistencia
a la poblacién (seleccion natural) (Kissmann
2003). En el primer caso, la resistencia puede
acontecer por la ocurrencia de mutaciones
genéticas que dotan a la poblacién de
resistencia al herbicida. Estas mutaciones
ocurren en frecuencias muy bajas, pueden
ocurrir independientemente de la aplicacién
del herbicida y no existen evidencias de que
sean inducidas por la accién del herbicida
(Duke et al. 1991). Los principales factores
que afectan la evolucién de la resistencia en
plantas han sido agrupados en genéticos,
bioecolégicos y agrondmicos. Los factores
genéticos son inherentes a los individuos
de una misma poblacién de malezas. Los
bioecoldgicos comprenden una interaccién
entre las caracteristicas de los individuos y la
accién del ecosistema sobre esa poblacién y los
agronomicos son la resultante de la seleccién
inducida por las précticas agricolas. Los dos
primeros son de dificil manipulacién para
el manejo de la resistencia mientras que los
agrondmicos dependen de manera directa
de la accién antrépica para implementar
estrategias de manejo (Matiello et al. 1999).

La base genética de la resistencia, su herencia
y la forma de reproduccién de las especies
son aspectos relevantes en su evolucién y
dispersién. El analisis de estos aspectos es
requisito para la conceptualizacién racional
de pautas de mitigacion. La resistencia a
inhibidores de la ALS suele involucrar genes
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dominantes o con dominancia incompleta. La
resistencia conferida por un gen dominante de
origen nuclear se propaga rapidamente en las
especies de fecundacién cruzada; la dispersion
del polen contribuira de forma considerable al
flujo genético de la resistencia en la poblacién
y a la dispersién de la resistencia hacia otras
poblaciones.

El mecanismo de accién de estos herbicidas
consiste en una inhibicién de la ALS,
que conduce a la muerte prematura de la
planta, principalmente como resultado de
la falta de aminoacidos de cadena lateral
ramificada (Shaner et al. 1991). Si bien estos
compuestos no compiten por el sitio de
unién al sustrato o a cofactores, Scholss et
al. (1988) demostraron que sulfonilureas,
imidazolinonas y triazolopirimidinas si
compiten por la unién a la ALS (Hawkes 1989;
Subramanian & Gerwick 1989). Se determiné
que las mutaciones que confieren resistencia a
inhibidores dela ALS en general constituyen el
alelo dominante y reducen la unién de algunas
o todas las clases de inhibidores dela ALS ala
enzima, (Tranel & Wright 2002). La mayoria
de los casos de resistencia a inhibidores de
la ALS resultaron de la seleccién de un sitio
blanco alterado, generado por una o varias
mutaciones puntuales en la enzima. Por
ejemplo, la sustitucion de la Ala ,, por Thr es
la base de una resistencia natural IM-especifica
en una poblacién de A. hybridus (Trucco et al.
2006). Esta mutaciéon puntual también ha sido
identificada como la base de la resistencia a
inhibidores de la ALS en otras especies
de malezas como Xanthium strumarium
(Bernasconi et al. 1995), Solanum ptycanthum
(Milliman et al. 2000) y A. retroflexus (Mc
Naughthon et al. 2005). Otra mutacién
identificada en la ALS que confiere resistencia
a herbicidas en A. hybridus fue la sustitucion
del Trp,,, por Leu (Maertens et al. 2004). La
resistencia a sulfonilureas e imidazolinonas en
plantas esta asociada a mutaciones puntuales
que provocan sustituciones de aminoacidos
para los residuos Ala,,,, Pro,, Trp,, o Ser,,
(Tranel & Wright 2002). Yu et al. (2010)
encontraron que diferentes mutaciones de
la ALS en poblaciones resistentes de Lolium
rigidum condujeron a una mayor actividad
de la enzima, sin modificar de manera
importante su cinética y el crecimiento de las
plantas. También se encontré que diferentes
mutaciones en el gen codificante dela ALS de
plantas resistentes de Raphanus raphanistrum
no imponen efectos pleiotrépicos negativos
sobre su tasa de crecimiento, fotosintesis y
habilidad competitiva (Li et al. 2012).
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Tuesca & Nisensohn (2001) identificaron
cuatrobiotiposde A. quitensis quesobrevivieron
ala aplicacién de herbicidas inhibidores de la
ALS en condiciones de campo y caracterizaron
los niveles de resistencia mediante ensayos
de dosis-respuesta. El objetivo principal de
nuestro trabajo fue caracterizar, en esos cuatro
biotipos, la resistencia a nivel bioquimico y
molecular frente a distintos herbicidas
inhibidores de la ALS. Ademads, para los
biotipos que comparten resistencia a la misma
familia de herbicidas, se analiz6 su grado de
parentesco, con el fin de evaluar el papel
de la dispersion de los ecotipos resistentes
como consecuencia del sistema productivo
agricola.

MATERIALES Y METODOS

Se cosecharon semillas de plantas de A. quitensis
en campos en los que se detectaron fallas en el
control de esta maleza al emplearse herbicidas de
las familias de las sulfonilureas, imidazolinonas
y triazolopirimidinas. Asimismo se recolectaron
semillas de la poblacién Zavalla, en la cual no
se observaron deficiencias en el control quimico
(Tuesca & Nisensohn 2001), por lo que se
tomé6 como control susceptible. Los materiales
evaluados llevan el nombre de la localidad de la
cual provienen: General Baldissera (33°07” Sur y
62°19” O); Las Rosas (32°29" S y 61°35” O); Pueblo
Italiano (33°53" Sy 62°50” O); Marcos Juarez (32°41’
Sy 62°06” O) y Zavalla (33°0" S y 60°53” O).

Ensayos de resistencia in vivo

Para la obtencién del material experimental
se sembraron 60 semillas de los cuatro biotipos
resistentes y del biotipo susceptible en recipientes
plasticos conteniendo una mezcla de tierra, arena
y perlita (70-20-10%, respectivamente) esterilizada
previamente con bromuro de metilo. Al momento
en que las plantas posefan de 4 a 6 hojas verdaderas
se aplicaron las siguientes dosis de herbicidas:
1000 g pa/ha de Imazetapir (imidazolinonas); 100
g pa/ha de Clorimurén-etil (sulfonilureas) y 1200
g pa/ha de Flumetsulam (triazolopirimidinas).
Estas concentraciones representan 10 veces la
dosis de uso recomendada en el marbete de las
respectivas formulaciones comerciales. De cada
biotipo se mantuvieron testigos a los cuales no
se les aplicé ningdn tratamiento quimico. Los
herbicidas fueron aplicados utilizando una mochila
de presion constante con fuente de CO, equipada
con pastillas XR11001. La presién fue de 241 kPa 'y
el caudal de 130 L/ha. A tres plantas sobrevivientes
de los tratamientos herbicidas de cada biotipo se
les cubrié las inflorescencias de manera de evitar
la polinizacién cruzada con individuos cercanos.
Las panojas de cada planta se cosecharon por
separado al finalizar el ciclo. Se germiné una
muestra de semillas de cada planta para obtener
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la generacion filial (alrededor de 30 individuos),
la cual fue utilizada para los ensayos de resistencia
“in vitro”.

Ensayos de resistencia in vitro

Se extrajeron proteinas de hojas de plantas j6venes
(21 dias de germinadas) tanto de los biotipos
resistentes como del control de acuerdo al método
propuesto por Poston et al. (2002) y la actividad
enzimatica se determiné midiendo la cantidad de
acetoina formada en funcién de las dosis ensayadas
de los diferentes herbicidas, segtin el método de
Westerfeld (1945). En este método se desarrolla
un color rosa en un medio que ademds contiene
creatina y a-naftol. La intensidad de este color
se cuantificé midiendo absorbancia a 530 nm. Las
dosis de herbicidas utilizadas para los ensayos de
cinética enzimatica fueron: 0; 0.05; 0.5; 5 y 50 uM
para imidazolinonas; 0; 0.05; 0.5; 5 y 25 uM para
sulfonilureas y 0; 10; 100; 500 y 1000 uM para
triazolopirimidinas. Los valores de inhibicién
obtenidos se interpretaron considerando un valor
del que representa la concentracién de herbicida
requerida para reducir la actividad enzimética en
un porcentaje “p”, comparado con el testigo sin
tratar.

Extraccién de ADN vy andlisis de diversidad
genética de los biotipos

Se extrajo ADN gendémico de hojas turgentes
provenientes de individuos de todos los biotipos
(resistentes y susceptible) de acuerdo al método
informado por Lipp et al. (1999). La diversidad
genética de los biotipos resistentes y del control se
determiné mediante andlisis de fragmentos de ADN
polimérficos amplificados al azar (RAPDs, por sus
siglas en inglés) (Williams et al. 1990), utilizando
20 cebadores provistos por la UBC (University of
British Columbia), Canada, series 300-399. Los
datos de presencia/ausencia de cada banda de
amplificacion fueron utilizados para generar una
matriz de similitud genética de acuerdo al indice
de Jaccard y un fenograma.

Las reacciones de amplificacién se realizaron
utilizando la metodologia descripta en el Manual
de Laboratorio del CIMMYT, 2006. Las condiciones
de amplificacién de fragmentos de ADN por
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) fueron
las siguientes: buffer Gotaq green (Promega)
1X 200 uM dNTPs, 0.3 pM oligonucleétidos,
1.25 U/tubo Taq (Promega), 100 ng de ADN (2
pL). La amplificacién consistié en una etapa de
desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto, 46
ciclos de 95 °C durante 1 minuto, 36 °C por 1 minuto
y 72°C por 1 minuto, y una etapa final de extensién a
72 °C durante 5 minutos. Los amplicones obtenidos
en las PCRs fueron resueltos en geles de agarosa
al 2-2.5%, y sometidos a electroforesis a 60 mA en
TAE 1X. Luego, los geles se tifieron incubandolos
10 minutos con una solucién de 1 pg/mL bromuro
de etidio y se observaron en transiluminador UV
(254nm).
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RESuLTADOS Y DiscusiON

Ensayos de resistencia in vivo

Las aplicaciones de los herbicidas, en una
dosis 10 veces mayor a la recomendada en
el marbete, confirmaron la resistencia de
los biotipos a los respectivos ingredientes
activos. El efecto se registré a los 15 dias de
la aplicacién, momento en que las plantas
poseian 4-6 hojas verdaderas. El biotipo
susceptible evidencié una mortalidad del
100% con todos los herbicidas aplicados. Los
biotipos Las Rosas y Marcos Judrez también
resultaronmuy susceptibles enlos tratamientos
con sulfonilureas y triazolopirimidinas,
presentando también unamortalidad del 100%.
Frente al tratamiento con imidazolinonas,
Marcos Juarez mostré una leve disminucién
de crecimiento y desarrollo, comportandose
como resistente a este principio activo. Por
su parte, los biotipos Baldissera y Pueblo
Italiano tratados con los diferentes principios
activos s6lo mostraron una disminucién del
crecimiento en comparacién al testigo sin tratar
y mantuvieron una coloracién verde intensa,
terminando su ciclo de vida de igual manera
que el testigo. Estos ensayos demuestran
diferencias de respuesta en los niveles de
resistencia de los biotipos al tratamiento con
herbicidas inhibidores de la ALS.

Ensayos de resistencia in vitro

La actividad enzimatica de la ALS confirmé
las diferencias de resistencia existentes entre
los biotipos, los principios activos y las dosis
ensayadas (Figura 1). En ella se representa la
actividad ALS como porcentaje sobre el testigo
(100%), relaciondndola con el Log de la dosis
de herbicida empleada. Cuando se utilizaron
imidazolinonas (Figura la), la cinética de
inhibicién difiri6 entre los extractos proteicos
de los distintos biotipos. La actividad ALS
fue inhibida a la mitad de su nivel original
(I,) con una dosis de 0.05 pM para el biotipo
Las Rosas, mientras que esta dosis inhibi6 la
actividad de la enzima en un 35% al biotipo
susceptible. Para alcanzar este mismo nivel de
inhibicién de la actividad de la enzima en el
resto de los biotipos se requirié un rango de
dosis de 5 1M a mas de 50 pM en el siguiente
orden para los restantes biotipos: Marcos
Juarez<Pueblo Italiano<Baldissera. Cuando se
utilizaron sulfonilureas, la respuesta fue muy
diferente. En la Figura 1b sélo se representa
el comportamiento del biotipo utilizado como
control susceptible (Zavalla) comparado con
la respuesta del biotipo Baldissera, ya que la
actividad de los biotipos restantes fue similar a
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la presentada por el susceptible para dosis del
herbicida de 0.05 uM. Los resultados indican
que fue necesaria una dosis de 0.5 pM para
alcanzar la I en el biotipo Baldissera, siendo
el inico resistente a este principio activo.

Lainformacién que surge de este ensayo es un
claro ejemplo dela elevada presién de seleccion
que se aplica con este tipo de herbicidas,
ya que utilizando dosis significativamente
inferiores a las recomendadas se lograria
controlar en forma eficiente cuatro de los
cinco biotipos evaluados. Cuando se utilizan
triazolopirimidinas (Figura 1c), los biotipos
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Figura 1. Actividad ALS relativa (%) de los biotipos
estudiados en funcién del Log de la dosis empleada para
los tres herbicidas utilizados. Los puntos corresponden
a la media de tres mediciones. La flecha indica la dosis
de campo. Familias de herbicidas: a) Imidazolinonas,
b) Sulfonilureas, y ¢) Triazolopirimidinas. Los biotipos
no representados en las graficas b y ¢ mostraron una
respuesta similar al control susceptible (Za).

Figure 1. Relative ALS activity (%) of the biotypes
studied, according to the Log of the applied dose for the
three used herbicides. Points correspond to the mean of
three meassurments. The arrow indicates the field dose.
Herbicides families: a) Imidazolinone, b) Sulfonylurea,
and c) Triazolopyrimidines. Biotypes absents in graphs
b and c showed a similar response to the susceptible
control (Za).
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Baldissera y Pueblo Italiano mostraron una
respuesta semejante, esto es una mayor
actividad ALS respecto del testigo en la
mayoria de las dosis ensayadas. Con una dosis
de 1000 uM, que representa 500X la dosis de
campo, se observaron valores de 91.6%y 72.0%
de actividad para Ba y PI, respectivamente.
Esto indica que con muy altas dosis de este
herbicida, la actividad ALS contintia siendo
suficientemente elevada como para permitir
la superviviencia de la planta. Los restantes
biotipos mostraron un comportamiento similar
al biotipo susceptible (datos no mostrados).

Los experimentos de actividad enzimatica
con los herbicidas de las familias de
las imidazolinonas y sulfonilureas se
realizaron por triplicado mientras que
con las triazolopirimidinas se hicieron por
sextuplicado para confirmar la observacion
que no existia una disminucién de la
actividad en funcién de la dosis. La respuesta
fue consistente en todos los casos y para las
triazolopirimidinas podriamos hablar de una
insensibilidad de la enzima a este principio activo
en los biotipos Baldissera y Pueblo Italiano. Estos
resultados estarian indicando que la resistencia al
herbicida observada en los biotipos estudiados
es del tipo de sitio de accién siendo especifica
para las triazolopirimidinas. Los mecanismos
adicionales de resistencia (metabolismo
de detoxificacién, reduccién, captacion y
translocacion) se presumen no significativos en
funcién de las observaciones y por la elevada
magnitud de la insensibilidad a la inhibicién de
la enzima (500X) (Trucco et al. 2006).

Diversidad genética de los biotipos

La resistencia a herbicidas es un ejemplo de la
evolucién como consecuencia de los cambios
causados en el ambiente por las practicas
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agropecuarias (Maxwell & Mortimer 1994).
Los mecanismos de dispersion de semillas
o polen pueden clasificarse en abiéticos (por
acciéon del viento y el agua) y biéticos (por el
transporte externo del material adherido al
pelaje, miembros, plumas, etc., a través de la
ingesta y de la intervencién de insectos). Por
su parte, la actividad del hombre afecta tanto
a factores abiéticos como bidticos (Benvenuti
2007). Estos mecanismos de dispersién pueden
influenciar el patrén de movimiento de los
genes de la resistencia.

Para determinar si los biotipos analizados
y resistentes a un mismo herbicida derivan
de una mutacién original que se dispersé en
la regién o, si por el contrario, la resistencia
surgié de eventos independientes, se realiz6
una evaluacion de las diferencias genéticas
existente entre los biotipos por medio de
andlisis de RAPDs. Es importante tener en
cuenta que en estos sistemas productivos es
muy comun el movimiento de las maquinarias
agricolas entre regiones, lo que estaria
ayudando en la dispersiéon de las semillas.
De los 20 cebadores ensayados, 15 resultaron
informativos (amplificaronbandas),brindando
un total de 33 fragmentos amplificados que se
consideraron para el analisis.

En promedio, los biotipos mostraron valores
de similitud de 0.45 (Figura 2). La méxima
similitud entre los biotipos es de 0.61 (Zavalla-
Las Rosas) y laminima es de 0.41 (Zavalla-Las
Rosas vs. Marcos Judrez-PuebloJuarez-Pueblo
Italiano). Asimismo, se observa la existencia de
tres grupos de poblaciones, uno de los cuales
esta conformado por los biotipos Zavalla y
Las Rosas con una similitud de 0.61, como se
mencionara antes, estando el resto separado
por similitudes de 0.57 (Pueblo Italiano y
Marcos Juédrez) y en forma aislada del resto

Fenograma Datos RAPDs
Jaccard Zavalla |
Las Rosasl
General Baldissera
Pueblo ltaliano
Figura 2. Andlisis de
. agrupamiento UPGMA en
| Marcos Juarez base a los datos de similitud de
Jaccard (1908).
T T T 17T 1T 17T 17T 17T 17 17T 17T T T 7T T T T T  Figure 2. UPGMA Ccluster
0.41 0.46 0.51 0.56 0.61  analysis, according to Jaccard
Coeficiente similarity data (1908).
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Baldissera con s6lo un valor de 0.49 respecto
al primero. Sobre la base de estos resultados,
interpretamos que los diferentes biotipos
corresponden a fondos genéticos distintos y
no es posible identificar similitudes genéticas
entre los biotipos asociadas a la resistencia
(esto es, los mas parecidos Zavalla y Las Rosas
son susceptible y tolerante, respectivamente,
para el caso de las imidazolinonas).

La localidad mas cercana a Zavalla
(susceptible) es Las Rosas (86.7 km) y en
el fenograma estas localidades aparecen
como el grupo de mayor similitud genética,
aunque no son las localidades mas cercanas
en kilémetros de todas las analizadas. En
contraposicién, Marcos Judrez y Baldissera
son las localidades mas cercanas entre si (49.5
km), pero segtn el resultado obtenido en el
fenograma pertenecen a grupos separados
de similitud genética. Por tdltimo, la maxima
distancia es de 193.3 km entre Las Rosas y
Pueblo Italiano, una distancia muy probable
de recorrer por las maquinarias en el momento
de méaxima actividad agricola, pero sus fondos
genéticos no son compartidos. Con este
analisis podrfamos corroborar los resultados
obtenidos con la aplicacién del coeficiente de
Jaccard, afirmando que los diferentes biotipos
corresponden a fondos genéticos distintos.

Es importante destacar que los cuatro
biotipos resistentes provienen de sistemas
donde la siembra directa de cultivos de verano
y aplicaciones sistemédticas de herbicidas en
altas dosis constituyen una préctica habitual
desde hace casi 15 afos. Por el contrario, el
biotipo susceptible proviene de un lote donde
se realiza un esquema de rotaciones de cultivos
de verano, aplicando laboreo convencional y
rotando en forma permanente los principios
activos de herbicidas utilizados.

Segin Benvenuti (2007), la forma de
dispersion de las semillas de A. retroflexus
podria considerarse barocérica (por gravedad),
la cudl no serfa un verdadero mecanismo de
dispersién, sino que se utiliza en ausencia
de un dispositivo para poder movilizar las
semillas desde la planta madre. Las especies
barocéricas son susceptibles de ser dispersadas
por el hombre en la actividad agropecuaria.
De acuerdo a nuestros resultados podriamos
considerar que los eventos de resistencia
evaluados no tuvieron su origen en una
dispersiéon antropocérica, sino que habrian
resultado de eventos independientes.

En sintesis, los resultados presentados en
este trabajo indican que si bien los materiales
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analizados pueden haber tenido un origen
comtin por movilidad de germoplasma entre
las localidades de donde se detectaron las
resistencias, los estudios de variabilidad
genética indican que cada biotipo responde a
un evento de resistencia independiente.
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