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Resumen: El género Echinochloa incluye las especies de malas hier-
bas del arroz mas importantes a nivel mundial. La complejidad taxo-
némica de este género, que comprende 40-50 especies, ha sido tema
principal en diferentes trabajos de investigacion. La confusion taxonémi-
ca es muy frecuente en el género, por lo que se han utilizado diferentes
claves taxondmicas y varios enfoques moleculares para identificar las
diferentes especies. Por otra parte, se ha demostrado que diversas es-
pecies de Echinochloa muestran desigual sensibilidad a diferentes her-
bicidas. Por lo tanto, la identificacion temprana del género Echinochloa
proporciona una herramienta util a la hora de aplicar los herbicidas mas
eficaces a las dosis mas adecuadas. En este trabajo se muestra que los
géneros de Echinochloa tienen diferente contenido en ADN y que la cito-
metria de flujo es capaz de discriminar entre las especies mas comunes
de Echinochloa en Extremadura.
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Summary: Identification of species of Echinochloa spp. in Ex-
tremadura rice paddies by flow cytometry. The genus Echinochloa
includes the most important weeds in rice worldwide. Taxonomic com-
plexity of this genus, comprising 40-50 species, has been a major topic
in several research projects. The taxonomic confusion is common in the
genus, so different taxonomic keys and several molecular approaches
have been used to identify different species. Moreover, it has been shown
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that various species of Echinochloa show unequal sensitivity to different
herbicides. Therefore, early identification of Echinochloa species provides
a useful tool in implementing the most effective herbicide and the most
appropriate dose. This paper shows that Echinochloa species have diffe-
rent DNA content and that flow cytometry is able to discriminate among
the most common species of Echinochloa in Extremadura.

Keywords: Taxonomy, molecular techniques, DNA.

INTRODUCCION

El arroz es el cereal grano mas ampliamente consumido por una gran
parte de la poblacion humana. El método tradicional para el cultivo es la
inundacion durante, o después, del asentamiento de la plantula, prac-
tica agronémica que requiere un alto esfuerzo en el control de malas
hierbas y plagas. El cultivo de arroz se ha incrementado en Extremadu-
ra durante los dltimos 10 afios y actualmente cerca de 30.000 ha son
ocupadas por arroz.

En el género de Echinochloa se incluyen las especies de malas hierbas
mas importantes en arroz en todo el mundo (Danquah et al., 2002).
Ademads, la rapida germinacién y crecimiento unido a la abundante pro-
duccion de semillas aseguran su éxito (Barrett, 1983). Estudios morfo-
I6gicos y genéticos revelan la complejidad taxondmica de este género
(L6pez-Martinez et al., 1999, Ruiz-Santaella et al., 2006). Hay algunas
discrepancias en cuanto al nUmero de especies que constituyen Echino-
chloa. El género comprende entre 20 y 60 especies, tanto las especies
nativas como las cultivadas, y estdn ampliamente extendidas en las re-
giones tropicales y templadas. Las especies de Echinochloa muestran di-
ferente sensibilidad a varios herbicidas utilizados para su control (Vidotto
et al., 2007), incluso dentro de la misma especie (Osuna et al., 2011)
Ademas, se ha descrito el desarrollo de resistencias a herbicidas comun-
mente aplicados para el control de Echinochloa en arroz (Fisher et al.,
2000). La alta variabilidad de los caracteres morfoldgicos y la respuesta a
los herbicidas han sido analizadas en diferentes estudios incluyendo mor-
foldgicos, enzimaticos y, recientemente, moleculares, con el fin de conse-
guir una clasificacion taxondmica precisa. En las especies de Echinochloa,
aungque muestran alto grado de autogamia, la tasa de polinizacién cruza-
da es suficiente para asegurar el intercambio de genes. En la Peninsula
Ibérica la clasificacién taxondmica fue establecida por Carretero (1981),
que propuso 5 taxones: E. crus-galli (L) Beauv.; E. colonum (L) Link.; E.
hispidula (Retz) Nees ex Royle; E. oryzoides (Ard) Fritsch.; y E. oryzicola
(Vasing.) Vasing.
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En resumen, los diferentes géneros de Echinochloa muestran diferente
sensibilidad a varios herbicidas pero la correcta identificacion del géne-
ro en los estadios tempranos del desarrollo de la planta es muy dificil o
imposible. Sin embargo, los mejores resultados se han obtenido cuando
el herbicida se aplica en los estadios tempranos de desarrollo. En conse-
cuencia, la identificacién temprana permitiria una aplicacién mas eficaz
del herbicida. La citometria de flujo es un método cominmente utilizado
para estimar el tamafio del genoma, en unidades relativas o absolutas,
que se han aplicado con éxito a los estudios taxonémicos de un gran
numero de especies de plantas (Dolezel & Bartos, 2005) Desde la intro-
duccién de esta técnica para estudios en plantas, la estimacion de niveles
de ploidia y la determinacion del tamafio del genoma nuclear que han
sido dos de las aplicaciones mas frecuentes (Bennett & Leitch, 2005). El
método ha sido una buena alternativa a los métodos tradicionales, debi-
do principalmente a su rapidez y viabilidad. (Dolezel & Bartos, 2005) El
objetivo de este trabajo fue clasificar las poblaciones mas importantes de
Echinochloa en Extremadura de acuerdo con la taxonomia de Carretero
(1981) y determinar el tamafio de su genoma para optimizar un método
de identificacion rapida del género a partir del tamano de su genoma en
las fases precoces del desarrollo de la planta.

MATERIAL Y METODOS
Localizacion de las poblaciones de Echinochloa

Semillas de 48 accesiones pertenecientes al género Echinochloa fueron
recolectadas en campos de arroz de Extremadura. Las coordenadas de
cada punto de muestreo se tomaron con un dispositivo GPS.

Clasificacion morfologica de las accesiones

La identificacion de los taxones se llevé a cabo principalmente de acuer-
do a la taxonomia de Carretero (1981), pero también se han incluido nue-
vas caracteristicas que no se habian usado antes. Se evaluaron similitudes
morfolégicas entre accesiones usando el programa NTSYS-pc 2.02 (Exeter
Software, 47 Route 25A, Suite 2, Setauket, NY 11733-2870 USA).

Tamarfio del genoma

Para la determinacion del tamafio del genoma se seleccionaron aproxi-
madamente 2 cm cuadrados de hoja fresca de plantulas con un tamafo
de 3-4 hojas. La estimacion de la citometria de flujo del contenido de
ADN nuclear se realizd de la siguiente manera: El tejido de Pisum sati-
vum y Echinochloa se prepararon de manera conjunta. Pisum sativum
se eligié como estandar interno debido a su similitud en contenido de
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ADN nuclear (Dolezel et al., 2005) respecto de Echinochloa. La hoja fue
troceada con un bisturi durante 30-60 s en un vidrio de reloj con aproxi-
madamente 20 ml de tampon de extraccion (Tris-HCL 0,2M, MgCl,-6H,0
4mM, EDTA-Na,-2H,0 2mM, NaCl 86mM, Metabissulfite 10mM, 1% PVP
10, 1% (v/v) Tritdn X-100 pH 7,5). El extracto resultante se filtr6 (filtro
de 30 um de poro) y centrifugd a 1500 rpm durante 5 s. A continuacion,
se le afladid 1 ml de tampodn de tincién (50 L de RNAsa 20mg/mL, 50
ML de Propidium lodine 0,05% y 900 uL de PBS). Las muestras se incu-
baron a 37 ©C en oscuridad durante 30 minutos. El andlisis de la citome-
tria de flujo se realizd en un citdmetro de flujo FC500 (BeckmanCoulter,
Hialeah, FL, EE.UU.) sobre, al menos, 10000 nucleos por muestra. El
contenido de ADN nuclear de Echinochloa se estimé utilizando como re-
ferencia el contenido de Pisum sativum (Dolezel et al., 2005).

Analisis estadistico del tamafo del genoma

La determinacion del tamafio del genoma se realizé en plantas que
previamente habian sido identificadas como pertenecientes al género de
Echinochloa, provenientes de distintas accesiones. Los datos represen-
tan la desviacion media estandar de al menos 10 plantas por especie de
Echinochloa. La comparacion entre medias se realizé mediante ANOVA
seguida de un test de Tukey P<0,05, usando SPSS v15.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion morfologica de Echinochloa spp. en Extremadura y
los principales caracteres utilizados en ella se muestran en la Tabla 1. Los
caracteres de la tabla son de estadios tardios, no pudiéndose establecer
caracteres diferenciadores en estadios tempranos.

En cuanto a los estudios de citometria de flujo, los resultados presen-
tados en la Tabla 2 muestran claramente diferencias significativas en los
contenidos de ADN entre las varias especies. Se observa que dos espe-
cies, E. oryzicola y E. oryzoides, tienen aproximadamente dos tercios
de la cantidad de las otras, E. crus-galli y E. hispidula. Los resultados
encontrados en la bibliografia sugieren que las especies de Echinochloa
se pueden separar en dos grupos que incluyen las especies hexaploides
y tetraploides. Por lo tanto, basandonos en nuestra estimacion del con-
tenido de ADN, E. hispidula y E. crus-galli serian especies hexaploides
mientras que E. oryzicola y E. oryzoides serian tetraploides. Aunque E.
oryzicola y E. oryzoides pueden ser consideradas tetraploides, se han ob-
servado pequenas diferencias en el tamafio de su genoma. El contenido
de ADN de E. oryzoides (2,67 pg) fue mayor que el de E. oryzicola (2,46
pg). De la misma forma, E. hispidula (3,74 pg) tuvo un contenido en
ADN ligeramente superior al de E. crus-galli (3,49).
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Tabla 1. Caracteres morfoldgicos utilizados en la caracterizacion taxondmica de
las especies de Echinochloa en Extremadura.

Caracteristicas E. crus-galli E. hispidula E. oryzicola E. oryzoides
Longitud espiga 2,8-3,3 mm 3,3-3,7 mm 4-4,5 mm 4,3-4,7 mm
Aristas Hasta 6 mm Hasta 3 mm Hasta 6 mm Hasta 10 mm

: : Verde o verde con -
Color basal del tallo Rojo Rojo tonalidad rojiza Verde o rojo
Color collar Rojo Rojo o verde Verde Verde
Méxima altura > 200 cm 150-180 cm 100-150 cm 120-150 cm
. L. . Vertical o Vertical o Semivertical o
Situacion tallo/hojas Postrado semivertical semivertical semipostrado
Pubescencia vaina Ausencia Ausencia Ausencia o presencia Ausencia
Panicula Vertical o Semivertical o Semivertical o Semipendular o
semivertical semipendular semipendular pendular
. Abiertas o Abiertas o o :
Ramas panicula semiabiertas semiabiertas Semiabiertas Semicerradas
Limbo hoja Abierto Curvado Semicurvado Curvado
La més . . .
y temprana Temprana La més tardia Tardia
Floracion
i faQ* _ fag*x *
(55-65 dias*) (75-95 dias*) (85-105 dias*) (>140%)
tAsﬁou'S'C'on tono rojo 20 dias* 30-45 dias* 70-80 dias* 70-75 dias™
*Desde la germinacion de la semilla.
Tabla 2. Tamafo del genoma en las diferentes especies de Echinochloa. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre las distintas especies en el
analisis por ANOVA y test de Tukey P<0,05.

Especie Tamafo del genoma (pg DNA)
E. hispidula 3,74+0,08 a
E. crus-galli 3,49+0,16 b
E. oryzoides 2,67+0,13 ¢
E. oryzicola 2,46+0,04 d

Enfoques citogenéticos y moleculares se han usado en estudios taxo-
némicos en el género Echinochloa. Los datos citogenéticos han propor-
cionado informacion sobre el nUmero de cromosoma y la ploidia de las
especies chinas de Echinochloa (Juihuan & Tingbi, 1993).

Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con los encontrados
en la bibliografia. Estudios citolégicos de las especies chinas de Echi-
nochloa han mostrado que E. oryzoides y E. crus-galli son hexaploides,
presentando 54 cromosomas (2n=6x=54), mientras que E. hispidula es
tetrahaploide con 36 cromosomas (2n=4x=36) (Juihuan & Tingbi, 1993)
siendo en ambos casos x=9. Por el contrario, nuestros resultados sugie-
ren que E. hispidula deberia ser hexaploide y E. oryzoides tetraploide.
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CONCLUSIONES

En este trabajo ha quedado demostrado la dificultad de usar caracte-
res morfolégicos para distinguir las especies de Echinochloa spp. encon-
tradas en Extremadura. Técnicas a nivel de ADN o, como en el trabajo
presentado aqui, a nivel de citometria de flujo son claves para una co-
rrecta identificacién temprana de las especies.
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