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Resumen

El arroz maleza se define como un grupo heterogéneo de plantas del género Oryza, que
compiten directamente por recursos nutricionales y energéticos con las variedades de arroz
comercial, y tienen un impacto negativo en el rendimiento del cultivo. Se han desarrollado
variedades de arroz resistentes a imidazolinonas como método de control para las arvenses,
tal es el caso del arroz cultivo Clearfield ®, obtenido mediante mutaciones inducidas. Esta
tecnologia consiste en la aplicacién de herbicidas que no sean toxicos para la variedad, pero
si para todas aquellas plantas que no tengan la mutacion que otorga la resistencia. Sin
embargo, se ha reportado la hibridacién entre el arroz maleza y las variedades resistentes a
imidazolinonas, lo que ha producido un aumento en la tolerancia al herbicida por parte de las
formas arvenses, lo que dificulta su seleccién y eliminacion. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio se enfoco en el estudio de la competitividad entre biotipos hibridos entre el arroz
maleza y el arroz cultivado Clearfield ® variedad CFX-18, que portan el rasgo de resistencia
o susceptibilidad a las imidazolinonas en condiciones de invernadero. Se sembraron plantas
de arroz maleza tanto resistentes como susceptibles a las imidazolinonas, que provenian de
una misma planta hibrida de arroz maleza y la variedad comercial CFX-18, la cual fue
recolectada en el campo. Las plantas utilizadas en los analisis de competencia fueron
sometidas a estudios moleculares mediante PCR alelo especifico para verificar el genotipo
del gen Acetolactato Sintasa (ALS). Se utilizé un modelo de series de reemplazo con seis
tratamientos, cada uno con diez plantas; dos de los tratamientos corresponden a plantas en

monocultivo del biotipo resistente (100R:0S) y del biotipo susceptible (OR:100S). Los cuatro

xiv



tratamientos restantes corresponden a cultivo mixto de plantas resistentes (R) y susceptibles
(S), con las proporciones 80R:20S, 60R:40S, 40R:60S y 20R:80S. Cada tratamiento conto
con seis repeticiones, para un total de 360 plantas. En el dia 115 después de la siembra, las
plantas fueron cosechadas dado que alcanzaron su madurez. Se determino que el rendimiento

total relativo de la altura de las plantas en competencia en cultivo mixto a traves del tiempo
no vari6 de manera relevante con respecto al rendimiento relativo del monocultivo. El
numero de culmos, biomasa vegetativa, nimero de espigas y semilla llena del biotipo
resistente mostré un mayor rendimiento en comparacion con el monocultivo que el biotipo
susceptible. Este comportamiento se puede atribuir a que a mayor nimero de culmos se da
mayor fijacion de nitrogeno, lo que se traduce en mayor crecimiento vegetativo y espigas que
producen semilla. Los resultados indican que bajo condiciones de competencia en
invernadero, el biotipo resistente presenta mayor agresividad en comparacion con el biotipo
susceptible. Este tipo de informacién es valiosa para conocer el comportamiento de los
hibridos de arroz maleza y arroz comercial Clearfield ® CFX-18, como herramienta para el

desarrollo e implementacion de futuras estrategias de manejo de arroz maleza.

Palabras clave: Oryza sativa, experimento de competencia de Wit, acetolactato sintasa

(ALS), arroz maleza, imidazolinonas.
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1. INTRODUCCION

El arroz es uno de los principales cultivos a nivel internacional y un alimento basico para casi
la mitad de la poblacion mundial (FAO 2005). La produccion global proyectada para el 2015
es de 742,6 millones de toneladas para un area de 162 millones de hectareas (FAO 2015).
Debido al incremento constante de la poblacion humana se hace necesario obtener un mayor
rendimiento en la produccion de alimentos que permita satisfacer las necesidades
nutricionales que se derivaran en el futuro inmediato (FAO 2002). En el caso concreto de
Costa Rica, para el periodo 2013/2014 se reportd que el consumo promedio anual de arroz
por persona fue de 48,32 Kg (CONARROZ 2015), con un aporte energético aproximado de
22% y 18% en lo que respecta al consumo de proteina (CONARROZ 2006), con lo cual se

evidencia que el arroz es uno de los alimentos esenciales en la dieta del costarricense.

Las malezas o plantas arvenses se definen como plantas no deseadas que aparecen en areas
cultivables y provocan efectos econdomicos negativos en los sistemas agricolas al competir
directamente con los cultivos por los recursos ambientales y energéticos que ambos necesitan
para su supervivencia (Auld 1996, Fernandez 1982). Pueden adaptarse a habitats alterados
por el hombre, por lo que tienen repercusiones sobre las actividades humanas y pueden

generar pérdidas economicas (Holzner 1978).

Las malezas compiten con los cultivos por los nutrimentos del suelo, agua y luz, al tiempo
que pueden servir de hospederas a insectos y patogenos dafiinos y producir sustancias toxicas

que afecten al cultivo (Labrada & Parker 1996). Estas plantas también pueden entorpecer las



tareas de cosecha en areas agricolas, encareciendo ¢l valor del producto final debido a que
para su control debe invertirse una suma de dinero importante; de esta manera, su presencia
no solo perjudica al productor, sino al consumidor y a cuantos fungen como intermediarios

en la relacion comercial de venta del producto agricola (Fernandez 1982).

El primer paso en ¢l control de las malezas es la prevencion de la infestacion: muchas de las
malezas que afectan los cultivos de arroz poseen un patrén de madurez similar con respecto
a la variedad comercial utilizada, de manera que son cosechadas y diseminadas con las
semillas del cultivo (Moody 1996). Asi, los principales factores que contribuyen con la
infestacion de los terrenos son el uso de semilla no certificada, el uso deficiente de medidas
preventivas, y el desconocimiento del mecanismo de dispersion de las malezas por parte de

los productores (Montealegre & Vargas 1989).

El arroz maleza corresponde a plantas del género Oryza que infestan y compiten con ¢l arroz
cultivado y que se caracterizan por ser fenotipica y genéticamente diversas, vigorosas y
agresivas (Delouche et al. 2007). La presencia del arroz maleza disminuye el rendimiento
del arroz cultivado, principalmente en la produccion de grano y en la biomasa de las plantas

(Delouche et al. 2007).

Una medida para contrarrestar los efectos negativos derivados de la competencia con el arroz
maleza ha sido el desarrollo de variedades de arroz resistentes a herbicidas. Con la
implementacion de este tipo de sistema se garantiza que posterior a la aplicacion del herbicida

en un campo de cultivo agricola, inicamente sobrevivan aquellas plantas que cuenten con el



rasgo de resistencia a la sustancia quimica (Croughan 2003). Las variedades de arroz
resistente a las imidazolinonas pertenecen al sistema Clearfield ®; en Costa Rica se han
comercializado las variedades CFX- 18 y Puita INTA CL, las cuales se desarrollaron a partir
de los trabajos pioneros de la Universidad Estatal de Luisiana y por la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA ubicada en Argentina respectivamente (Croughan 2003, Croughan
2008, PROARROZ 2015). El arroz Clearfield ® CFX-18 se comercializé en los EE.UU en

2002 (Tan et al. 2005) y se introdujo en Costa Rica en 2004 (Valverde 2005).

Las imidazolinonas inhiben a la enzima acetolactato sintasa (ALS), la cual tiene un papel
primordial en la sintesis de los amino4cidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina
que son esenciales para las plantas. El sitio de unién de la molécula de imidazolinona a la
enzima ALS estd muy cercano a su sitio activo, por lo que en presencia del herbicida la
enzima es incapaz de llevar a cabo sus funciones normales (Tan ef al. 2005). La mayoria de
las variedades resistentes a este herbicida corresponden a mutaciones puntuales que reducen
la afinidad de la enzima por el herbicida (Tan er al. 2005). Estos herbicidas muestran un
modo de accion sistémico debido a que se transportan a los puntos de crecimiento de las
plantas donde se acumulan, provocando la muerte de la planta (Valverde er al. 2000). No
obstante, el arroz Clearfield ® no ha demostrado ser eficiente a largo plazo en el control de
malezas debido al flujo de genes entre las variedades mejoradas y los arroces maleza (Zhang
et al. 2006). La siembra de arroz Clearfield ® se ha introducido en los Estados Unidos
(Buehring 2008), Brasil (Rangel et al. 2010), Colombia, Panam4, Nicaragua, Costa Rica,

Argentina, Republica Dominicana (Gressel & Valverde 2009), Paraguay, Bolivia (Kharkwal



& Shu 2009), Malasia (Azmi ef al. 2010), Uruguay (Delouche et al. 2007) e Italia (Scarabel
ef al. 2012). Se ha encontrado hibridos que portan rasgos intermedios de estos parentales en
campos agricolas de Luisiana, EEUU (Zhang et al. 2006), Arkansas, EEUU (Burgos ef al.
2007), Brasil (Villa et al. 2006), Colombia (Gressel & Valverde 2009), Costa Rica (Valverde
2005) e Italia (Busconi ef al. 2012). En vista de que la persistencia de estos hibridos en los
campos esta relacionada con su adaptabilidad, esta investigacion se enfoco en el estudio de
la competitividad en condiciones de invernadero entre biotipos hibridos del arroz maleza y

el Clearfield® que portan el rasgo de resistencia o susceptibilidad a las imidazolinonas.

2. ANTECEDENTES

El éxito agrondmico del arroz maleza se asocia a sus caracteristicas bioldgicas, entre las que
sobresalen su buena adaptacion a las practicas agronomicas, un ciclo bioldgico estrechamente
sincronizado con el arroz cultivado, gran produccion de semillas que pueden ser dispersadas
ampliamente debido a un desgrane precoz, facil y abundante; rapida emergencia de las
plantulas seguida por un crecimiento vegetativo vigoroso, y latencia prolongada de las
semillas, la cual mantiene la capacidad de germinacion bajo condiciones ambientales dificiles
(Delouche et al. 2007). La siembra de semilla de arroz contaminada es la principal fuente de

dispersion a larga distancia de los arroces maleza (Delouche ez al. 2007).

Oryza sativa es esencialmente una especie autogama (Franquet & Borras 2004), en la cual la

tasa de exocruzamiento de las plantas es menor al 1% (Shivrain ef al. 2007). Sin embargo,



existen Numerosos casos reportados de cruces naturales entre el arroz maleza y el arroz
Clearfield ® (Burgos ef al. 2005; Burgos er al. 2007; Busconi et al. 2012; Chen et al. 2004;
Gealy 2005a; Shivrain ef al. 2009; Villa et al. 2006, Zhang et al. 2006; Kaloumenos et al.

2013).

La resistencia mostrada por la variedad de arroz Clearfield ® a las imidazolinonas se debe a
la presencia de una mutacion puntual en el gen de la enzima ALS, lo cual deriva en una
sustitucion del aminoécido serina por una asparagina en la posicion 653 de la secuencia
proteica en el caso de la variedad CFX-18 (Tan ef al. 2005), y una alanina por una treonina
en la posicion 122 en el caso de la variedad Puita INTA CL (Roso ef al. 2010). Estas
mutaciones pueden detectarse mediante pruebas moleculares, tales como PCR y
secuenciacion parcial o total del gen de la enzima ALS. Kadaru et al. (2008) reporta el
desarrollo de un método de deteccion mediante la técnica de PCR alelo especifico en plantas
de la variedad CFX-18 con el cual se puede detectar genotipos homocigotas y heterocigotas
para este locus; un protocolo similar ha sido establecido para la variedad Puita INTA CL
(Roso et al. 2010). Estas metodologias se utilizan en la deteccion de hibridos entre arroces

resistentes a las imidazolinonas y arroces malezas (Kadaru et al. 2008, Roso et al. 2010).

Este tipo de hibridos han sido descritos y se ha reportado que presentan mayor altura, hojas
mas largas, mayor cantidad de semillas y un niimero de culmos superior a los tipos parentales,
y en ciertos casos, expresaron resistencia de intermedia a alta al herbicida (Shivrain ef al.
2006, Shivrain et al. 2007). Sin embargo, se requieren mas experimentos de competencia

para evaluar la adaptabilidad de estos hibridos.



La adaptabilidad de un organismo se define como la habilidad de establecerse, sobrevivir y
reproducirse de manera exitosa en un ambiente dado (Menchari et al. 2008), en tanto el
concepto de competencia se define como la disputa entre organismos por recursos limitantes
para su desarrollo, tales como acceso a luz, agua y nutrimentos en el caso de las plantas
(Hamilton et al. 1992). Ciertas variables morfol6gicas de las plantas, como la altura, el

numero de culmos y la cantidad de semilla viable son indicadores de su adaptabilidad.

La adaptabilidad de los hibridos entre el arroz maleza y el arroz resistente a imidazolinas
suele ser mayor que la reportada en sus parentales (Shivrain ef al. 2009). Otros hibridos,
como los originados por el cruce de arroz comercial O. sativa con Oryza rufipogon muestran
un menor desempefio en comparacién con sus parentales (Ping Song ef al. 2004). Estas
diferencias pueden ligarse al vigor hibrido que suele derivarse del cruce de dos especies o
biotipos diferentes entre si, debido a la alta heterocigosis del hibrido (de Alba 1964) y a
diversos efectos pleiotropicos, en donde ciertos alelos pueden modificar la expresion de otros
rasgos (Menchari ef al. 2008). Sin embargo, a la fecha no se reportan estudios en donde se
comparen la adaptabilidad en condiciones de competencia, y con trasfondo genético similar,
entre biotipos hibridos entre arroz maleza y arroz Clearfield ®, que muestren el genotipo de

susceptibilidad (S) y resistencia (R) al herbicida imidazolinona.

Un disefio experimental efectivo para evaluar el efecto de un rasgo, como la resistencia a un
herbicida en la adaptabilidad de un biotipo, consiste en las series de reemplazo. Este modelo
se recomienda para cuantificar el efecto de la competencia entre dos especies o variedades

manteniendo la densidad total constante, en tanto se varian las proporciones de cada especie



o variedad (Cousens 1991; Cousens & O’Neill 1993). Este disefio es especialmente 1til para
comparar el rendimiento de dos especies que interactiian con respecto a su rendimiento en
monocultivo, de manera que se pueden analizar diversas variables morfologicas y asi
dilucidar el tipo de relacion biologica entre ambas (Cousens 1991; Cousens & O’Neill 1993).
La homogeneidad en el trasfondo genético es un requerimiento importante para este tipo de
experimento pues con esto se garantiza que la plantas posean un genoma muy similar entre
si, por lo que se pueden atribuir las posibles diferencias observadas a la variacion en el rasgo

de resistencia o susceptibilidad (Vila-Aiub ef al. 2011).

Las plantas en asociacion con individuos de lamisma u otra especie, dan lugar a interacciones
e interferencias entre los individuos que comparten un espacio comun. Para describir este
tipo de interacciones entre dos especies o variedades en un experimento de series de
reemplazo se puede utilizar el rendimiento relativo de cada variedad, el rendimiento relativo

total (Harper 1977) y el indice de agresividad (McGilchrist 1965) entre otros.

El rendimiento relativo (RY) se implementé para calcular la superioridad de un cultivo mixto
en comparacion con un monocultivo de la misma variedad (Harper 1977). El rendimiento
relativo total (RYT) es la suma del RY de las variedades en competencia, y se utilizan para
describir la relacion ecologica existente entre las plantas en competencia. Un valor de RYT
cercano a | implica que las especies tienen demandas similares de recursos limitados en el
ambiente. Un valor de RYT >1 sugiere que las especies tienen diferentes demandas de
recursos, evitando la competencia entre si 0 mostrando algin tipo de relacion simbiética. Por

otra parte, un valor de RYT<I indica una relacion de mutuo antagonismo (Harper 1977).



Sin embargo, para analizar el rendimiento relativo de cada especie o variedad hay que
graficar los valores respectivos del rendimiento relativo (RY) para cada especie o variedad
en competencia junto con el rendimiento relativo total, lo cual origina los siguientes
escenarios: a) RY de la planta tipo A es convexa y RY de la planta tipo B es concava, existe
una relacion de competencia entre ambos, b) ambas curvas son convexas, debido a que las
plantas conviven en nichos diferentes (no compiten entre si), ¢) ambas curvas son concavas,
las plantas en competencia son antagonistas, d) RY es igual al esperado, las plantas

interfieren entre si de igual manera, por lo que el efecto neto se cancela (Harper 1977).

El indice de agresividad (Al) mide el incremento relativo de una variedad o biotipo con
respecto al incremento relativo de otra variedad. Cuando es i1gual a cero, ambas especies son
igualmente competitivas, mientras que si es diferente de cero alguna de las especies en
competencia sobresale sobre la otra (Chargoy Zamora 2004). Estos indices se¢ analizan en
conjunto, de manera que se puede interpretar las relaciones mutuas entre las especies o
variedades e identificar la relacion de competencia (Chargoy Zamora 2004, Bagavathiannan

et al. 2011).

3. JUSTIFICACION

El rasgo de resistencia a un xenobidtico puede provocar una disminucion de la adaptabilidad
de las organismos que portan esa caracteristica (Coustau et al. 2000). La adquisicion de

nuevas adaptaciones por parte de un organismo involucra la modificacion de su genotipo



previo, el cual ha sido moldeado y probado por diversas fuerzas evolutivas a través del
tiempo; una alteracion en esa compleja red de interacciones puede derivar en consecuencias
negativas para el organismo (Coustau et al. 2000). Asimismo, las modificaciones fisiologicas
originadas por la introduccion de un rasgo de resistencia en un organismo pueden desembocar
en la alteracion de funciones en proteinas asociadas al mecanismo de resistencia (Coustau ef

al. 2000).

Es necesario generar informacion acerca de la evolucion de la resistencia a herbicidas en
plantas, para caracterizar la difusion de estos rasgos en las poblaciones (Roux et al. 2004) y
mejorar los programas de manejo de malezas resistentes a herbicidas. Sin embargo, a la fecha
no se han realizado estudios que analicen la adaptabilidad asociada a la resistencia a
herbicidas en biotipos hibridos entre arroz maleza y arroz Clearfield® que presenten un
trasfondo genético similar, y que porten el genotipo de resistencia y susceptibilidad a las

imidazolinonas.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO

En condiciones de competencia y en ausencia del herbicida los biotipos hibridos entre arroz
maleza y arroz resistente a imidazolinonas que son susceptibles a la accion de las
imidazolinonas van a presentar una adaptabilidad mayor en comparacion con los hibridos
que muestran resistencia a ese herbicida. Esto se evidenciara en una mayor altura, mayor

numero de culmos, de semilla y del peso fresco de la planta en las plantas susceptibles.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Describir la adaptabilidad de hibridos que muestren un genotipo resistente y susceptible a
herbicida tipo imidazolinonas, provenientes del cruzamiento natural entre arroz maleza y

arroz Clearfield ® CFX-18, en condiciones de invernadero y competencia.

5.2. Objetivos Especificos

Caracterizar genotipicamente el caracter de la enzima ALS para clasificar a las plantas como

resistentes o susceptibles a las imidazolinonas.

Comparar la adaptabilidad de plantas hibridas resistentes y susceptibles a imidazolinonas, en

condiciones de competencia.

6. MATERIALES Y METODOS

La experimento se realizo en los invernaderos de Investigacion y Desarrollo en Agricultura
Tropical S.A. (IDEA Tropical), localizada en Tambor de Alajuela (10°2'6.96"N,
84°14'33.44"0). Los analisis moleculares se realizaron en el Centro de Investigacion en
Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica (9°56'25"N, 84°2'37"W) en

Montes de Oca, Costa Rica.
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6.1. Obtencién de las semillas a utilizar en el estudio de competencia:

La semilla de hibridos entre arroz maleza y arroz Clearfield ® fue provista por IDEA
Tropical. La planta hibrida madre se recolect6 en el lote Rio Seco de la finca arrocera Pelon
de la Bajura (10°29'28.02"N y 85°24'37.04"0) en Guanacaste (B. Valverde, comunicacion
personal). La precipitacion anual de la zona se encuentra en ¢l rango de los 1300 a 1700 mm

y la temperatura promedio anual es de 28°C (Herrera 1985).

Al momento de la recoleccion, estos lotes tenian un historial de siembra de mas de dos ciclos
productivos con la variedad Clearfield ® CFX-18. La semilla se recolectd justo antes de la
cosecha del cultivo, a partir de plantas de arroz maleza sobrevivientes a la aplicacién repetida
(dos veces durante el ciclo) de la mezcla de los herbicidas imazapir e imazapic. La semilla
(F1) se sembr6 en macetas que se mantuvieron en los invernaderos de IDEA Tropical en
Alajuela. Una vez que las plantas presentaron un niimero suficiente de culmos, cada una se
subdividié mecanicamente en clones que se separaron en dos grupos, los cuales fueron
resembrados en macetas: el primer grupo se traté con imazapir para comprobar su resistencia
a ese herbicida, en tanto el segundo grupo de plantas se utilizé para la obtencion de semilla.
Las plantas que exhibieron resistencia intermedia al herbicida se designaron como posibles
heterocigotas para el gen ALS (portando un alelo con la mutacion de resistencia y un alelo
silvestre) lo cual se comprobé mediante secuenciacion parcial del gen mencionado a partir

de ADN extraido del tejido foliar de la plantas. La semilla (F2) de las plantas con genotipo
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heterocigota comprobado se germind y sembré en macetas: cada planta se subdividié
nuevamente y separ6 en dos grupos, segun la metodologia mencionada anteriormente. [Las
plantas que presentaron resistencia marcada al herbicida, asi como aquellas que se mostraron
susceptibles a la accion del mismo y murieron se clasificaron como plantas con genotipo
homocigoto para el alelo mutado de la enzima ALS y con genotipo homocigota para el alelo
silvestre, respectivamente. L.a semilla de las plantas (F3) caracterizadas como homocigotas
para el alelo mutado (resistentes al herbicida) y de las plantas homocigotas para el alelo
silvestre (susceptibles al herbicida) se utilizaron en este estudio, debido a que poseen un
trasfondo genético similar al provenir de una misma planta madre (B. Valverde,
comunicacion personal). Esta semilla (F3) se obtuvo en un proyecto previo a la presente

investigacion, y fue cedida por IDEA Tropical.

6.2. Establecimiento del experimento de competencia

Se trabajo con semillas pertenecientes a las plantas de la F3, caracterizadas como biotipo
homocigota para el alelo mutado (plantas resistentes al herbicida: R) y homocigotas para el
alelo silvestre (plantas susceptibles al herbicida: S). Los experimentos de competencia se

establecieron en los invernaderos de IDEA Tropical en Alajuela.

Se utilizaron macetas cilindricas de 25 cm de diametro y 20 cm de altura; cada maceta
corresponde a un tratamiento diferente, y en cada una de ellas se sembraron 10 plantas con

una distribucion espacial uniforme, acomodando las plantas en tres hileras (Figura 1). Para
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caracterizar el efecto de la competencia entre el biotipo resistente y susceptible que
comparten recursos limitados, se implementaron seis tratamientos correspondientes con
diferentes proporciones de siembra mediante un modelo de series de reemplazo, en donde
dos tratamientos corresponden a plantas en monocultivo, y cuatro tratamientos son plantas
en competencia (Cuadro 1). Cada tratamiento conto con seis repeticiones, con un total de 360

plantas en el experimento.

Figura 1. Distribucion espacial de las plantas en competencia en cada tratamiento.
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Cuadro 1. Proporciones de siembra del biotipo resistente y del biotipo susceptible a las

imidazolinonas, por tratamiento. Cada tratamiento estuvo conformado por diez plantas.

‘Tratamiento Biotipo Resistente (%) Biotipo susceptiblé (%_) ]

[ 100 0

2 80 20
3 60 40
4 40 60
5 20 80
6 0 100

Las macetas se rotaron aleatoriamente cada tres semanas para evitar el efecto de borde y
homogenizar el error inducido por diferencias posicionales. El suelo se mantuvo saturado
mediante la colocacion de las macetas en bandejas metalicas con una ldmina de agua de 2cm,

en condiciones de invernadero durante todo su ciclo de vida.

6.3. Evaluacion de las plantas en competencia
Se cuantifico la altura y el nimero de culmos del eje principal para cada planta, cada 15 dias
durante las 16 semanas que tardaron las plantas en alcanzar la madurez. En la dltima fecha
se midi6 el nimero de espigas producidas, biomasa vegetativa, nimero de semillas llenas,

numero de semillas vacias, y la altura final para cada planta.
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6.4. Confirmacion del genotipo del gen ALS mediante técnicas moleculares

6.4.1. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) genomico total

Se obtuvo ADN gendmico total a partir de tejido foliar de cada planta con la finalidad de
corroborar el genotipo de las plantas. Se recolect6 0.5 g de tejido foliar joven y se colocd por
dos dias a 50 °C en una incubadora Digisystem Laboratory Instruments Inc. (modelo. LE-
529, Taiwan) para asegurar la deshidratacion completa de las hojas. La maceracion del tejido
se realiz6 mediante el FastPrep-24® MP Biomedicals (modelo: 910519, Estados Unidos) a
una velocidad de 6 m/s durante 40 s (2 veces), para proceder posteriormente con el protocolo
de extraccion propuesto por Lodhi e al. (1994) modificado para arroz. La verificacion de la
presencia de ADN genémico total en las muestras se realizO mediante la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa de concentracion al 0.8%, que fue tefiido con GelRed
(Thermo Scientific, Estados Unidos), y fotografiado con una camara Sony (modelo: DSX-
W730). Ademas, se determind la concentracion (ng/pl) y pureza (Azs0/A2s0) del ADN,

mediante su cuantificaciéon en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Estados Unidos).

6.4.2. Identificacion genotipica del gen ALS mediante PCR alelo-especifico

Se realizaron pruebas de PCR alelo-especificos a las 360 plantas utilizadas en este estudio.
La presencia de la mutacion en el gen ALS se verifico mediante PCR alelo-especifico, con
imprimadores que permiten detectar la presencia o ausencia del alelo mutado y silvestre del
gen ALS (Cuadro 2, Kadaru et al. 2008), y determinar el genotipo para ese locus (Cuadro 3).

Se prepararon reacciones de PCR de 20 pL cada una, para los cuales se emple6 9.35 uL de
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agua miliporo filtrada, 2 ul. de 10X Taq buffer, 1.2 uL. MgClz (25mM), 1 pL de imprimador
forward (10 mM), 1 pL de imprimador reverse (10 mM), 0.8 uL. BSA (1mg/mL), 0.4 pL de

dNTP’s (10mM), 0.25 pL de Taq polimerasa y 4 uL. de ADN genémico total (50 pg/ pL).

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Biometra (modelo: 070-601, Alemania)
con las siguientes condiciones para la reaccién: 3 minutos a 94°C; 28 ciclos de 15 segundos
a 94°C, 30 segundos a 63,2°C y 30 segundos a 72°C, y 5 minutos a 72°C. Para la detecciéon
de los productos de amplificacion del PCR se cargd 10 pL de cada reaccion con 2 pL de
buffer de carga 6X, en un gel de agarosa al 1.5% que se corri6 por unahoraa 110 V en TAE
1X (40 mM de Tris-Acetato, | mM de EDTA, pH 8.0), el cual se tifi6 con GelRed (Thermo
Scientific, Estados Unidos), para ser fotografiado posteriormente con una camara Sony

(modelo: DSX-W730).

Cuadro 2. Imprimadores disefiados para la amplificacion parcial del gen ALS en la variedad de arroz

CFX-18, que detectan el alelo mutado y el alelo silvestre (Kadaru et al. 2008).

Imprimador " Deteccién del Alelo Mutado Imprimador * Deteccién del Alelo Silvestre

ALS653ResF  5- GTGCTGCCTATGATCCTAAA -3 | ALS653SusF 5 - GTGCTGCCTATGATCCTAAG - 3

ALS R3 5-TGGGTCATTCAGGTCAAACA -3 ALSR3 5-TGGGTCATTCAGGTCAAACA -3
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Cuadro 3. Amplificacion esperada en las pruebas de PCR alelo-especifico realizados a las plantas en

competencia para verificar su genotipo.

Amplificacion con Amplificacion con  Genotipo Fenotipo esperado
imprimadores para imprimadores para  Gen ALS
~ Alelomutado  Alelo silvestre
Presente (+) Ausente (-) RR Resistente a imidazolinona
Ausente (-) Presente (+) SS Susceptible a imidazolinona

6.5. Analisis de datos

Se midié la competitividad relativa de los biotipos resistente y susceptible mediante los
indices de series de reemplazo (Cousens & O’Neill 1993; Bagavathiannan et al. 2011), los
cuales se muestran a continuacion. Estos parametros se calcularon para la altura del eje
principal de las plantas, el nimero de culmos, el niimero de espigas, peso fresco y semillas

producidas.
a) Rendimiento relativo (RY):
RY (S) = P (Smi/Smono)
RY (R) = (1-P) (Rmix/Rmono)

El RY (R) y el RY (S) corresponde al rendimiento relativo para el biotipo resistente y
susceptible respectivamente, P es la proporcion de siembra del biotipo segtin el tratamiento,

Smix y Rmix se refiere al rendimiento del biotipo resistente y susceptible en condiciones de
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siembra combinada, y Smono ¥ Rmono €s €l rendimiento de los biotipos en condiciones de

monocultivo.
b) Rendimiento relativo total (RYT):
RYT = RY (S) +RY (R)

¢) Indice de agresividad (AI) (McGilchrist &Trenbath 1971):

Al = 12[(Rmis/Rmonc) = (Smi/Smono))

No se pudo aplicar un modelo estadistico a estos modelos para validar si existen diferencias
significativas entre las proporciones de siembra analizadas debido al reducido tamafio de la
muestra. En este caso, se consideré que diferencias mayores o iguales a 0,10 unidades con
respecto a 1 para el rendimiento relativo, se consideran significativos teniendo en cuenta que
una variacién del 10% en una variable morfolégica puede tener un impacto significativo en
la competitividad de una planta. Asimismo, con base en estos datos se relacion6 que los
valores del indice de agresividad que varian en al menos 0,07 unidades de 0 son

significativos.
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7. RESULTADOS
7.1. Confirmacion de la naturaleza hibrida de las plantas utilizadas en el experimento

de competencia

Las muestras que presentaron un producto de amplificacion de un peso entre 100 y 200 pb
con las condiciones de PCR detalladas con anterioridad y los imprimadores
ALSR3/ALSResF, se consideraron portadores de al menos un alelo mutado del gen ALS que
confiere resistencia a las imidazolinonas. Asimismo, aquellas muestras que presentaron
productos de amplificacion de un peso molecular de entre 100 y 200 pb con los imprimadores
ALSR3/ALS653SusF, se consideraron portadoras de al menos una copia del alelo silvestre
para el gen que codifica para enzima ALS. Por medio de PCR’s se comprobd que todas las
plantas utilizadas en el experimento de competencia y descritas como resistentes a las
imidazolinonas son homocigotas para el alelo mutado del gen als, y que todas las plantas
descritas como susceptibles al herbicida mencionado son homocigotas para el alelo silvestre

del gen ALS (Figura 2 y 3).
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CFX(+) RR1 RR2 8§ C() MM

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 2. Deteccién del alelo mutante (S653D) del gen als que confiere resistencia a las
imidazolinonas en plantas de arroz, mediante corrida en electroforesis de los productos de
amplificacion obtenidos con los primers ALSR3/ALSResF. Gel de agarosa 1,5%, TAE 1X. Muestras:
Linea I: Arroz CFX-18 (Control positivo), linea 2: planta resistente #1 (RR1), linea 3: planta

resistente #2 (RR2), linea 4: planta susceptible (SS), linea 5: control negativo agua (C-), linea 6:

marcador molecular 100pb.

Esta obra es propiedad del
SIBDI - UCR
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Figura 3. Deteccion del alelo silvestre del gen ALS que confiere susceptibilidad a las imidazolinonas
en plantas de arroz, mediante corrida en electroforesis de los productos de amplificacion obtenidos
con jos primers ALSR3/ALS653SusF. Gel de agarosa 1,5%, TAE 1X. Muestras. Linea |: Marcador
molecular (MM) 100pb, linea 2: Arroz maleza AR997 (AR), control positivo, linea 3: biotipo
susceptible #1 (SS1), linea 4: biotipo susceptible #2 (SS2), linea 5: biotipo susceptible #3 (SS3), linea

#6: CFX-18, linea 7: control negativo, agua (C-).

7.2. Caracterizacion morfoldgica de los hibridos en condiciones de competencia

Para calcular el desempefio y la competitividad de los biotipos en competencia segin la
proporcion de siembra analizada, se tomo en cuenta el rendimiento relativo de cada tipo de
planta, el rendimiento relativo total que toma en cuenta ambas plantas, y el indice de
agresividad. Se consider6 que diferencias mayores o iguales a 0,10 unidades con respecto a
1 para el rendimiento relativo, se consideran significativas, en tanto valores del indice de

agresividad que varian en al menos 0,07 unidades de 0 son significativos.
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7.2.1 Altura de las plantas

La medicion de la altura de las plantas se realizé en los dias 15, 24, 36, 50, 73 y 115 de edad
de los hibridos. Las plantas homocigotas para el alelo mutante del gen als (biotipos resistentes
al herbicida) mostraron una mayor altura con respecto a las plantas homocigotas para el alelo
silvestre (biotipo susceptible) en condicion de monocultivo. Sin embargo, estas diferencias
no fueron significativas, considerando que las desviaciones estdndar de los promedios se

traslapan entre si (Figura 4).

120,0 -
E 1000 -
<2
=
T 800
E
£ _
g 800 1 —a— Resistentes
£
2 —a— Susceptible
3 400

20.0

0,0 ¢ , , . : T .-
0 20 40 60 80 100 120
DDS

Figura 4. Altura promedio (cm) del biotipo resistente y susceptible a las imidazolinonas segin la
edad de las plantas (en dias despues de la siembra, DDS) en condiciones de monocultivo. Las barras

de error indican la desviacion estandar correspondiente a cada tratamiento.
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En condiciones de cultivo mixto se observé que no hubo variacion en el rendimiento relativo
de las plantas resistentes y susceptibles con respecto al monocultivo, a través de todo el ciclo
de vida de las plantas (Figura 5). Esto se concluye al comparar el rendimiento relativo de las
plantas susceptibles y resistentes con los valores esperados (representados por lineas negras),

en donde se observa que la variacion es inexistente. Esta condicion también se ve reflejada
en los valores del indice de agresividad (Cuadro 4), los cuales no variaron con respecto a 0
(valor esperado) en mas de 0,07 umdades, definido como el punto de corte. La relacion de
competitividad entre los biotipos en competencia, para cada proporcion de siembra y dia de

medicion de las plantas, se resume en el cuadro 4.
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Fig 5. Rendimiento relativo (RY) y total (RYT) de la altura en plantas de arroz maleza resistentes (R)
y susceptibles (S) a las imidazolinonas a través de su periodo de crecimiento, segun sus proporciones

de siembra. Los valores esperados se representan con lineas negras.
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Cuadro 4. indice de agresividad (Al) y competitividad relacionado a la altura promedio, en biotipos

resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas en diferentes proporciones de siembra a través

del tiempo.
DDS 15
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,00 Similar entre biotipos
60R/40S -0,01 Similar entre biotipos
40R/60S -0,02 Similar entre biotipos
20R/80S -0,06 Similar entre biotipos _ =
DDS 24
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S -0,02 Similar entre biotipos
60R/408 -0,03 Similar entre biotipos
40R/60S -0,07 Similar entre biotipos
20R/80S -0,06 Similar entre biotipos
DDS 36
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,01 Similar entre biotipos
60R/40S -0,01 Similar entre biotipos
40R/60S -0,04 Similar entre biotipos
20R/80S -0,06 Similar entre biotipos
DDS 50
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,00 Similar entre biotipos
60R/40S -0,01 Similar entre biotipos
40R/608S -0,03 Similar entre biotipos
20R/80S ~ -0,06 Similar entre biotipos
DDS 73
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,00 Similar entre biotipos
60R/40S -0,01 Similar entre biotipos
40R/60S -0,04 Similar entre biotipos
20R/80S -0,06 Similar entre biotipos

Al indice de agresividad (diferencias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *

en caso de estar presentes).
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Cuadro 4 (Continuacion). Indice de agresividad (Al) y competitividad relacionado a la altura
promedio, en biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas en diferentes

proporciones de siembra a través del tiempo.

DDS 115 (Madurez)

Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,06 Similar entre biotipos
60R/40S 0,00 Similar entre biotipos
40R/60S -0,02 Similar entre biotipos
20R/80S -0,02 Similar entre biotipos

Al: indice de agresividad (diferenc'ias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *

en caso de estar presentes).

T2 Culmos

La medicién de los culmos se realizo en los dias 15, 24, 36, 50, 73 y 115 de edad de los
hibridos. En condiciones de monocultivo, las plantas hibridas susceptibles al herbicida
mostraron un nimero muy similar de culmos durante el crecimiento vegetativo que las
plantas resistentes; sin embargo, una vez alcanzado el periodo de madurez aumenté el

numero promedio de culmos en las plantas susceptibles (Figura 6).
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Figura 6. Numero promedio de culmos del biotipo resistente y susceptible a las imidazolinonas segiin
la edad de las plantas (en dias despues de la siembra, DDS), en condiciones de monocultivo. Las

barras de error indican la desviacion estandar correspondiente a cada tratamiento.

En condiciones de cultivo mixto se encontraron diferencias al comparar el rendimiento
relativo de las plantas resistentes y susceptibles en distintas proporciones de siembra,
conforme aumentaba la edad de las plantas (Figura 7). En la medicion realizada en el dia 15
después de la siembra, el rendimiento relativo de culmos se mantuvo en el rango de valor
esperado, lo cual se denota al observar que las lineas del rendimiento relativo esperado y

calculado se traslapan, y que el valor del IA no varia significativamente de cero (Cuadro 5).

Sin embargo, esta situacion cambi6 para las mediciones realizadas en los dias 24 y 36 de
edad de las plantas, en los cuales se observa un aumento del rendimiento relativo de culmos

para el biotipo susceptible con respecto al monocultivo en la proporcion de siembra 20R/80S;
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este aumento se advierte como una curvatura convexa en la recta de rendimiento relativo del

biotipo susceptible en la Figura 7.

En los dias 50 y 73 de edad de las plantas se percibi6é un aumento del rendimiento relativo de
ambos biotipos para la proporcion de siembra 20R/80S, lo cual implica que ambos biotipos
produjeron mas culmos en comparacion con los biotipos en monocultivo. Se puede observar
en la Figura 7 como ambos biotipos aumentan con respecto al rendimiento relativo esperado,

para esa proporcion y dia de siembra.

Una vez que las plantas alcanzaron su madurez y fueron cosechadas se evidencié que el
rendimiento relativo del biotipo resistente aumentd con respecto al monocultivo para las
proporciones de siembra 80R/20S y 60R/40S, lo cual se evidencia como una curvatura
convexa en la recta de rendimiento relativo del biotipo resistente (Figura 7, 115 DDS). En
tanto, el rendimiento relativo del biotipo susceptible disminuyé con respecto al monocultivo,
lo cual se evidencia como una curvatura concava en la recta de rendimiento relativo
susceptible. Los valores de RYT en las diferentes mediciones realizadas a través del tiempo
sefialan que al disminuir la proporcion del biotipo resistente aumenta el rendimiento relativo
total (Figura 7). Los valores del IA son significativamente mayores a cero, por lo cual se
concluye que en el periodo de madurez el biotipo resistente es mas competitivo que el biotipo

susceptible (Cuadro 5).
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Figura 7. Rendimiento relativo (RY) y total (RYT) de culmos en plantas de arroz maleza resistentes

(R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas a través de su periodo de crecimiento, segun sus

proporciones de siembra. Los valores esperados se representan con lineas negras.
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Cuadro 5. indice de agresividad (Al) y competitividad relacionado al niimero promedio de culmos,

en biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas en diferentes proporciones de

siembra a través del tiempo.

DDS 15
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,05 Similar entre biotipos
60R/40S -0,01 Similar entre biotipos
40R/608 0,01 Similar entre biotipos
20R/80S 0,00 Similar entre biotipos
DDS 24
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/208 0,00 Similar entre biotipos
60R/408 0,04 Similar entre biotipos
40R/60S 0,02 Similar entre biotipos
20R/80S -0,07* S aumenta
36 DDS
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S -0,08 Similar entre biotipos
60R/408 0,00 Similar entre biotipos
40R/60S -0,04 Similar entre biotipos
~ 20R/80S -0,10* S aumenta
50 DDS
___Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S -0,05 Similar entre biotipos
60R/40S 0,06 Similar entre biotipos
40R/60S 0,01 Similar entre biotipos
20R/80S8 -0,01* Aumenta en ambos biotipos
73 DDS
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/208 -0,04 Similar entre biotipos
60R/408 0,06 Similar entre biotipos
40R/60S 0,01 Similar entre biotipos
20R/808 0,00* Aumenta en ambos biotipos

Al: indice de agresividad (diferencias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *).
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Cuadro 5 (Continuacién). indice de agresividad (Al) y competitividad relacionado al nimero
promedio de culimos, en biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas en diferentes

proporciones de siembra a través del tiempo.

115 DDS (Madurez)
Porcentaje de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,07* S disminuye
60R/408S 0,12* S disminuye
40R/60S 0.11%* R aumenta/S disminuye
20R/80S 0,08* R aumenta

Al: indice de agresividad (diferencias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *).

i Biomasa vegetativa
La medicién de la biomasa vegetativa de las plantas se realiz6 cuando alcanzaron la madurez
en el dia 115 DDS. El biotipo resistente y susceptible no presenté diferencias en biomasa
vegetativa en condiciones de monocultivo. Sin embargo, se observé la tendencia de que el
biotipo resistente produjo més biomasa que el biotipo susceptible en condiciones de cultivo

mixto (Figura 8).
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Figura 8. Variacion de la biomasa vegetativa producida por plantas de arroz resistente (R) y
susceptible (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, segiin sus proporciones de siembra.

Las barras de error indican la desviacion estandar correspondiente a cada tratamiento.

Para la proporcion de siembra 60R/40S, 40R/60S y 20R/80S el rendimiento relativo del
biotipo resistente aumenta en comparacion con el monocultivo, lo cual se puede observar por
la forma convexa de la recta del RY (R), en tanto se mantuvo igual al promedio en la
proporcion 80R/20S (Figura 9). En tanto, el rendimiento relativo del biotipo susceptible
disminuyé en las proporciones de siembra 80R/20S, 60R/40S y 40R/60S, formando una
curva concava en estas proporciones de siembra, y se mantuvo similar al monocultivo en la
proporcion 20R/80 (Figura 9). Los valores de Al sefialan un aumento neto del rendimiento

relativo del biotipo resistente, al ser significativos y mayores que cero (Cuadro 6).
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Figura 9. Rendimiento relativo (RY) y total (RYT) de la biomasa vegetativa producida por plantas
resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, seglin sus

proporciones de siembra. Los valores esperados se representan con lineas negras.
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Cuadro 6. indice de agresividad (Al) y competitividad relacionada a la biomasa vegetativa, en

biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, en

diferentes proporciones de siembra.

Proporcion de siembra IA Rendimiento Relativo
80R/20S 0,07* S disminuye
60R/40S 0,26* R aumenta/S disminuye
40R/608S 0,19* R aumenta/S disminuye
20R/80S 0.19% R aumenta

AL fndice de agresividad (diferencias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *).
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7.2.4. Nuamero de espigas

La medicién del niimero de espigas de las plantas se realiz6 cuando las plantas alcanzaron la
madurez, en el dia 115 de edad de las mismas. El biotipo resistente y susceptible no presentd

diferencias en el nimero de espigas en condiciones de monocultivo (Figura 10).
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| m Susceptibles

OR/I00S 20R/80S 40R/60S 60R/40S 80R/20S 100R/0S
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S
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Figura 10. Variacion del niumero promedio de espigas producida por plantas de arroz resistentes (R)
y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, sembradas en diversas
proporciones de competencia. Las barras de error indican la desviacion estandar correspondiente a

cada tratamiento.

En la proporcién de siembra 20R/80S, 40R/80S y 60R/40S aumenté el rendimiento relativo

de espigas del biotipo resistente con respecto al monocultivo, lo cual se visualiza como una
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curva convexa en la recta RY(R). En tanto, en la proporcién 80R/20S el rendimiento relativo
de culmos se mantuvo constante con relacion al monocultivo (Figura 11). En el caso del
rendimiento relativo de espigas con respecto al biotipo susceptible, este disminuy6é con
respecto al monocultivo en las proporciones de siembra 80R/20S y 60R/40S conformando
una curva concava en la recta RY(S), y no vario en las proporciones de siembra 40R/60S y
20R/60S, siendo la linea observada similar a la esperada en este punto. El rendimiento
relativo total (RYT) de las plantas no varié significativamente respecto al valor esperado
(Figura 11). Los valores de Al sefialan un aumento neto de los rendimientos relativos del

biotipo resistente, al ser mayores que cero y significativos (Cuadro 7).
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Figura 11. Rendimiento relativo (RY) y total (RYT) en el nimero de espigas en plantas de biotipos
resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, segin sus

proporciones de siembra. Los valores esperados se representan con lineas negras.
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Cuadro 7. Indice de agresividad (AI) y competitividad relacionada al nimero promedio de
espigas en biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la

madurez, en diferentes proporciones de siembra

Proporcién de siembra 1A Competitividad de los biotipos
80R/20S 0,07* S disminuye
60R/40S 0,16* R aumenta/S disminuye
40R/60S 0.11* R aumenta
20R/80S 0,07* R aumenta

Al: indice de agreé-i\ifidad ('diferér'lc'ias del 0,07 con respecto de 0 se consideran relevantes y se marcan con *).

7.2.5. Semillas llenas

El conteo del niimero de semillas se realizo un vez cosechadas las plantas, cuando alcanzaron
su madurez (115 DDS). El nimero de semillas totales no fue afectado por la proporcion de
siembra (Figura 12 y 13). Sin embargo, el biotipo resistente consistentemente produjo mas

semillas llenas que el biotipo susceptible en todos los tratamientos.

36



-4
o
o

J

1 Semillas vanas

B Semillas llenas

Nuamero de semillas

100S 20R 80S 40R 60S 60R 40S 8O0R 20S 100R

Figura 12. Variacion del nimero de semillas totales, llenas y vanas promedio correspondiente a
plantas de arroz resistente (R) y susceptible (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez, en

diversas proporciones de siembra.

En la proporciones de siembra 60R/40S, 40R/60S y 20R/80S aumento el rendimiento relativa
de la semilla llena, con respecto al monocultivo. Este comportamiento se puede visualizar en
la Figura 13, en la cual la recta RY(R) tiene forma convexa en las proporciones indicadas.
Para la proporcion 80R/208, el biotipo resistente mantiene un rendimiento relativo similar al

monocultivo.

Para las proporciones de siembra 80R/20S y 40R/60S, el rendimiento relativo del biotipo
susceptible a las imidazolinonas aumenta, lo que se denota en la forma convexa de la recta

RY(S) para esos puntos; sin embargo, para la proporcion 60R/40S el rendimiento disminuye,
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conformando una curva céncava para la recta RY(S) (Figura 13), por lo cual la recta RY(S)
no presenta un patrén de variacion definido. El rendimiento relativo total (RYT) aumenta

significativamente en las proporciones de siembra 40R/60S y 80R/208S.

Los valores del IA corresponden con estas observaciones (Cuadro 8). Para la proporcion de
siembra 40R/60S el rendimiento relativo de ambos biotipos aument6; sin embargo, el IA es

negativo debido a que el rendimiento del biotipo susceptible fue superior al resistente.
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Figura 13. Rendimiento relativo (RY) y rendimiento total (RYT) del namero de semillas llenas en
plantas de arroz que alcanzaron la madurez, para diferentes proporciones de siembra de biotipos
resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas. Los valores esperados se representan con lineas

negras.
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Cuadro 8. Indice de agresividad (AI) y competitividad relacionada al mimero de semilla llena
en biotipos resistentes (R) y susceptibles (S) a las imidazolinonas que alcanzaron la madurez,

en diferentes proporciones de siembra

Proporcién de siembra Al Competitividad de los biotipos
80R/20S -0,52* S aumenta
60R/408 0,17* R aumenta
40R/60S -0,11* Ambos biotipos aumentaron
20R/80S __0,20* R aumenta

AI: indice de agresividad (diferencias del 0,07 con respect_o_de 0 se consideran relevantes y se marcan con *).

8. Discusion

Las diferencias en la proporcion de siembra en el cultivo de hibridos resistentes y susceptibles
a las imidazolinonas afectaron el crecimiento vegetativo de las plantas, en especial el nimero
de culmos y la biomasa, en tanto la altura de las plantas no fue afectada por las proporciones
de siembra de los biotipos. Las variables relacionadas con el rendimiento reproductivo, tales
como nimero de espigas, nimero de semilla total y semilla llena también fueron afectadas
por las proporciones de siembra. Esto muestra que entre biotipos hibridos de arroz rojo y
arroz comercial Clearfield ® creciendo en competencia existen interacciones que afectan
negativamente el crecimiento de los hibridos que portan el alelo silvestre, en tanto favorecen
el rendimiento de los hibridos que portan el alelo resistente. Diversos estudios que evalian
el efecto de los arroces malezas en cultivos comerciales de arroz en condiciones de
competencia sefialan un descenso en el rendimiento del arroz comercial bajo estas

condiciones (Estorninos et al. 2000, Estorninos et al. 2002, Estorninos et al. 2005, Vidotto
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& Ferrero 2009, Sales et al. 2011, Dai et al. 2014); sin embargo, no se reportan experimentos
previos en los cuales se hayan comparado biotipos de malezas resistentes y susceptibles a las
imidazolinonas. Un estudio de series de reemplazo realizado por Bagavathiannan ef al.
(2011) entre biotipos resistentes y susceptibles a herbicidas con propanil y clomazona como

compuesto activo, pertenecientes a la especie Echinochloa crus-galli no encontro diferencias
significativas en la habilidad competitiva de los biotipos relacionados que puedan
relacionarse a una penalizacion del rendimiento. Asi, el presente experimento plantea
preguntas interesantes acerca de los mecanismos fisiolégicos y bioquimicos que provocan la
penalizacion del rendimiento del biotipo portador del alelo silvestre, en comparacion con el

biotipo resistente.

8.1.  Altura de las plantas

La proporcion de siembra de los biotipos resistentes y susceptibles a las imidazolinonas no
afecto el rendimiento relativo de la altura de las plantas con respecto al monocultivo, por lo
que ambos biotipos son igualmente competitivos para el rasgo de altura. Este tipo de
respuesta es definido como tipo Modelo I por Harper (1977), el cual indica que los biotipos
en competencia responden de manera similar a la interferencia reciproca, lo cual puede
atribuirse a que las necesidades ambientales de ambos tipos de plantas son similares, al
tiempo que presentan capacidades similares para la obtencién de recursos.

Es probable que el trasfondo genético similar de los biotipos en competencia utilizados en
este estudio, al provenir de una misma planta madre, compartan alelos similares relacionados

a genes que determinan el tamafio, a pesar de ser este rasgo multifactorial (Ishimaru et al.
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2004, Kovi et al. 2011, Yan et al. 2011, Wu et al. 2015). Los arroces maleza estan sujetos a
una fuerza de seleccion artificial con respecto a su altura, debido que las plantas que
presentan tamafios sobresalientes con respecto al arroz cultivado son detectadas y eliminadas
de manera mas eficiente por los agricultores, que aquellas que poseen tamaifio similar al
cultivo (Delouche er al. 2007), por lo cual portar alelos relacionados a una altura estandar se
relacionan a una mayor sobrevivencia, y pueden verse aumentados en las poblaciones de
arvenses al tiempo que se disminuye la diversidad del pool genético (Hartl 2000). La altura
promedio del arroz comercial CFX-18 es de 93 cm (Tinoco & Acuiia 2008), semejante al
promedio de altura alcanzado por el biotipo resistente y susceptible a las imidazolinonas en
este experimento, lo cual refuerza la hipétesis acerca de una fuerte seleccion en el campo que

esté originando malezas de tamafios similares entre si y con el cultivo comercial.

8.2. Culmos

El namero promedio de culmos en condiciones de monocultivo se mantuvo similar para
ambos biotipos durante todo el ciclo de vida de las plantas; sin embargo, en condiciones de
cultivo mixto se dieron diferencias con respecto a las proporciones de siembra a través del
tiempo, lo cual indica que hay interferencia sobre las plantas en competencia que causa
variacién sobre la produccion de culmos. Durante la primera etapa de crecimiento de las
plantas (primeros 36 DDS) el biotipo susceptible mostré un rendimiento relativo
significativamente mayor con respecto al monocultivo que el biotipo resistente; no obstante,

esta situacién cambi6 durante la segunda etapa del crecimiento de las plantas (del 36 al 73
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DDS), en donde ambos biotipos mostraron un aumento significativo del nimero de culmos
con respecto al monocultivo.

La medicion del rendimiento relativo de culmos realizado en la madurez muestra que el
biotipo resistente tiene mayor rendimiento relativo que el biotipo susceptible en las diferentes
proporciones de siembra a la que se sometieron. Este resultado sugiere que las plantas
susceptibles muestran un crecimiento mas acelerado que las plantas resistentes durante la
primera etapa del crecimiento, que sin embargo se nivela durante la segunda etapa de
crecimiento de las plantas y finalmente es superado por el biotipo resistente en la madurez.
Se observa que el rendimiento relativo del biotipo resistente en la madurez aumenta conforme
disminuye la proporcion de siembra de este biotipo en competencia, lo cual se relaciona con
la Ley de Rendimiento Reciproco (Reciprocal Yield Law) que consiste en que a mayor
proporcion de individuos similares por 4rea disminuye el rendimiento de los mismo, lo cual
puede atribuirse una mayor competencia intraespecifica (relativa a plantas pertenecientes al
mismo biotipo que tienen las mismas exigencias nutricionales y ambientales) que limita los
recursos ambientales disponibles (Radosevich et al. 2007).

El tipo de grafico que muestra el rendimiento relativo de culmos en la madurez de las plantas
es similar al denominado por Harper (1977) como Modelo tipo 11, en la cual se interpreta que
la influencia del biotipo resistente sobre el biotipo susceptible es mayor que la influencia
ejercida de manera inversa, de manera que el biotipo resistente muestra mayor
competitividad. Un aumento del nimero de culmos o macollamiento de las plantas aumenta
la competitividad debido a que aumenta el 4rea foliar de la planta (Estorninos ef al. 2002), y

con eso la produccién fotosintética. A su vez, Burgos et al (2006) sefiala que el arroz maleza
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es mas eficiente captando nitrogeno que utiliza en la produccion de biomasa, gracias a que
posee un mejor sistema de enraizamiento y produccion continua de culmos en comparacién
con las variedades comerciales, lo que garantiza un gradiente de difusiéon constante de
nitrégeno a los nuevos brotes. Por lo tanto, que el biotipo resistente tenga un mayor niimero

de culmos se traduce en mayor competitividad en comparacion con el biotipo susceptible.
Mennan ef al. (2012) sugiere que la habilidad de producir culmos es mas determinante para

el éxito de la planta que la altura y otras variables.

8.3. Biomasa vegetativa

La biomasa vegetativa de los biotipos en competencia no varié6 en condiciones de
monocultivo. En la siembra mixta de arroces malezas si hubo diferencias en el rendimiento
de ambas variables, siendo el biotipo resistente el que mostré mayor rendimiento relativo en
comparacion con el monocultivo. El rendimiento relativo de la biomasa en biotipos
resistentes aument6 conforme disminuy6 la proporcion de siembra, lo cual puede atribuirse
a una disminuciéon en la competencia intraespecifica que favorece el desarrollo de los
individuos cuando hay menor proporcién del mismo biotipo (Radosevich et. al. 2007). Esto
coincide con lo sefialado por Fleming et al (1988), en donde menciona que la especie mas
competitiva aumenta su masa conforme aumenta la proporcion de siembra de la especie

menos agresiva.
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[La mayor competitividad del biotipo resistente en referencia al rendimiento de biomasa
vegetativa puede explicarse gracias a la mayor competitividad de culmos que presenta ese
mismo biotipo. Mayor niimero de culmos se traduce en mayor cantidad de biomasa por planta

(Burgos et al 2006).

8.4. Numero de espigas

El nimero de espigas de los biotipos en competencia no varié en condiciones de monocultivo.
En la siembra mixta de arroces malezas si hubo diferencias en el rendimiento de ambas
variables. El rendimiento de espigas del biotipo resistente aumenté en comparacién con el
monocultivo conforme disminuyé la competencia intraespecifica, lo cual sigue el mismo
patrén que la variacion del biotipo resistente en el nimero de culmos y la biomasa vegetativa.
Esta tendencia puede explicarse atribuirse a que durante la etapa reproductiva de la planta, el
nimero de paniculas es proporcional al nimero de culmos (Burgos et al 2006), debido a que
cada culmo puede producir una inflorescencia que madura y se diferencia en una panicula.
Asi, si los biotipos resistentes al herbicida producen mayor cantidad de culmos en
comparacién con el biotipo susceptible, también produciran mayor cantidad de paniculas en

comparacion.
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8.5. Numero de semillas

El niimero de semillas totales fue similar para ambos biotipos en los diferentes tratamientos.
Sin embargo, el nimero de semillas llenas siempre fue mayor en las plantas resistentes en
comparacion con el biotipo susceptible, lo cual parece ser una caracteristica intrinseca de
ambos tipos de planta. Esto puede deberse a que la planta madre de la cual se originaron los
biotipos resistentes y susceptibles utilizados en este estudio es un arroz maleza, los cuales
poseen alta diversidad morfologica (Arrieta-Espinoza ef al. 2005) y genética (Shivrain ef al.
2010), por lo que se esperaria que cada tipo de planta posea diferentes conjuntos de alelos
que tengan un impacto variable en la poblacion. Algunos de los genes relacionados al llenado
de semilla son OsFIE2, OsSPL16 y GS5 entre otros (Nallamillli et al 2013, Wang et al 2012
& Li2011).

Se concluyd que el biotipo resistente produce un nimero mayor de semilla llena en
comparacion con el biotipo susceptible, lo cual fue un resultado esperable debido a que el
biotipo resistente presentd mayor rendimiento en las variables vegetativas analizadas
(exceptuando la altura) y en el nimero de paniculas, lo cual es un patrén similar al encontrado

en otros estudios (Eleftherohorinos et al. 2002, Cao et al. 2009).

9. Conclusiones

Los resultados de esta investigacién son los primeros que se realizan para comparar la

adaptabilidad en condiciones de competencia de biotipos hibridos de arroz maleza y
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Clearfield ® y que tengan un trasfondo genético similar pero con un genotipo de
susceptibilidad (S) y resistencia (R) al herbicida imidazolinona. En las condiciones
experimentales evaluadas, el biotipo resistente presenta mayor agresividad en condiciones de
competencia que el biotipo susceptible, ya que presenta mayor nimero de culmos, biomasa
vegetativa, nimero de paniculas, nimero de semilla total y llena. Estos hallazgos contradicen
la hipétesis de trabajo planteada inicialmente, con lo cual se esperaba que existiera alguna
penalizacion en contra de las plantas que portaran el alelo mutado que otorga resistencia a
las imidazolinonas (Al-Ahmad & Galili 2005), de manera que la resistencia al herbicida no
afect6 la competitividad de las plantas.

El biotipo resistente a las imidazolinonas es méas competitivo que el biotipo susceptible, por
lo cual podria aumentar su frecuencia en las poblaciones de malezas en el campo. Por lo
tanto, los resultados producidos en esta investigacion ponen en evidencia la necesidad de
desarrollar estrategias de manejo que minimicen el surgimiento de hibridos entre arroz
maleza y arroz comercial con resistencia a herbicidas.

Este tipo de informacion es valiosa para conocer el comportamiento y competitividad de los
hibridos de arroz maleza y arroz comercial Clearfield ® CFX-18, debido a que puede ser una
herramienta favorable para el desarrollo e implementacién de futuras estrategias de manejo
de arvenses (Gealy et al. 2005b), las cuales deben ser integrales para minimizar la aplicacion

de herbicidas imidazolinonas.
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10. Recomendaciones

En este estudio se utilizaron plantas resistentes y susceptibles que provienen de una tnica
planta madre, por lo que se espera que tengan un trasfondo genético similar entre si. Esto
puede ayudar a reducir las diferencias intrinsecas entre grupos, pero también hace necesario
la implementacion de mayor cantidad de plantas que representen con mayor fidelidad la
diversidad presente en el grupo de arvenses, de manera que las conclusiones obtenidas sean
hasta cierto punto extrapolables a lo que sucede en el campo. Asimismo, se hace necesario
replicar estos andlisis en condiciones de campo, para introducir las variables ambientales a
las que estdn sujetas las plantas en cultivos arroceros al disefio experimental. Estas

condiciones daran mayor fortaleza a este tipo de andlisis.
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12.

Anexos

Anexo 1. Protocolo para la extraccion de ADN genomico total de Lodhi y colaboradores

(1994) modificado para arroz.

L

10.

11.

Agregar 500ul de buffer de extraccion (Tris-HCI, CTAB 2%, 2-mercaptoetanol) al tejido
macerado e incubar durante 30min a 60°C.

Agregar 500 pl de cloroformo: octanol (24:1), mezclar por inversion de tubo.
Centrifugar durante 6 min a 8000 rpm. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.
Agregar 1/10 de acetato de sodio (3M) y 2 vol de etanol frio (95%).

Refrigerar a -20°C durante 15-20 min.

Centrifugar durante 3 min a 3000 rpm y luego durante 3 min a 5000 rpm.
Descartar sobrenadante. Lavar el “pellet” con etanol frio (76%).

Centrifugar durante 6 min a 5000 rpm y descartar el sobrenadante.

Secar (evaporar etanol) a 37 °C durante 30 min.

Disolver el ADN en 50pl de TE (Tris-EDTA) e incubar durante 15 min a 50 °C.

Cuantificar la concentraciéon de ADN en Nanodrop.

12. Almacenar a corto plazo a -20 °C y a largo plazo a -70°C.
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