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» Gramineas anuales que se reproducen principalmente por semillas
» Enorme capacidad de propagacion
» Germinacién escalonada

» Semillas capacidad germinativa periodo 7 a 11 afos, la mayoria germinan en los
3 0 4 primeros afos

» Al principio capacidad de crecimiento similar a la del arroz, al que adelanta
rapidamente a principios del ahijamiento

XV Congreso Soc. Espaiiola de Malherbologia
Sevilla, 19 al 23 de octubre de 2015



IDENTIFICACION ECHINOCHLOA @
Ex é DE EXTREMADURA

o Mejor manera de distinguirlas del arroz y de otras gramineas: AUSENCIA
DE LIGULA

Absent Membrane
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» Cuando todavia no existe la posibilidad de comprobar si las hojas son liguladas o
no, la mejor opcidn para identificar correctamente cada especie consiste en
arrancar la planta y observar la semilla
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» En la actualidad no existe un acuerdo completo sobre las especies que
constituyen el género Echinochloa. Puede incluir alrededor de 50 especies

» La taxonomia de este género ha sido siempre un punto de controversia y

contradiccion:
> Alto nivel de autogamia, pero existe cruzamiento suficiente para asegurar
el intercambio de genes entre poblaciones
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» Debido a la alta variabilidad en los caracteres morfoldgicos presentados se han
propuesto diferentes clasificaciones taxondmicas por varios autores.

GOULD ET AL. EN 1972 CLAYTON EN 1980

CARRETERO EN 1981 PIGNATTI EN1982

MICHAEL EN 1983

DEVESA EN 1987

COSTEAY TARDIF EN 2002
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» En el darea mediterranea la clasificacion de Echinochloa spp. se ha hecho
principalmente siguiendo las taxonomias de:

CARRETERO EN 1981

e I
-E. cruss-galli
-E. colonum
< -E. hispidula > PIGNATTI EN1982
-E. oryzoides
-E. oryzicola 4 A
- y -E. cruss-galli

-E. phyllopogon
< -E. cruss-pavonis >
-E. hostii
-E. erecta
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» Por ello, en muchos casos existe un alto grado de incertidumbre al usar una

Unica clave taxondmica para distinguir especies del género Echinochloa.
Ejemplos:

> Morphological analysis of the main Echinochloa species in Italian rice fields
(Proceeding Weed Research Society 1994)

* Eneste estudio se concluye que solo el 44% de las plantas de Echinochloa
encontradas en arrozales en Italia pueden clasificarse con la clave de Pignatti.

= Morphological and physiological variation among species of the genus
Echinochloa in Northen Greece (Weeed Science 2008, 56: 416-423)

- Eneste estudio se encuentra que poblaciones de Echinchloa de arrozales de
Italia se clasifican en 3 especies segtin Pignatti (E. cruss-galli, E. erecta, E.

phyllopogon) y en 4 segtn Carretero (E. cruss-galli, E. hispidula, E. oryzicola,
E. oryzoides)
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» Las diferentes especies de Echinochloa presentan diferente
susceptibilidad a los herbicidas empleados en arroz. Ejemplos:

> Molecular markers indicate intraspecific variation in the control of Echinochloa
spp. with quinclorac (Weed Science 1999, 47:310-315)

E. colonum, E. oryzoides y E. oryzicola mas susceptibles a quinclorac que E.
crus-galli y E. hispidula

> Morphological and physiological variation among species of the genus
Echinochloa in Northen Greece (Weed Science 2008, 56: 416-423)

En este estudio basados en la taxonomia de Pignatti distinguen 3 especies: E.
crus-galli, E. oryzoides y E. phyllopogon

E. oryzoides y E. phyllopogon menos susceptibles a propanil, cihalofop,
clefoxidim y bispiribac comparado con E. cruss-galli

> Herbicide sensitivity of Echinochloa spp. accesions in Italian rice fields (Crop
Protection 2007, 26: 285-293)

En este estudio basados en la taxonomia de Pignatti distinguen 3 especies: E.
crus-galli, E. erecta y E. phyllopogon

E. cruss-gallimds susceptible a los herbicidas utilizados en el estudio:
zimsulfuron, bensulfuron, cihalofop, molinato, propanil y quinclorac)
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» Enestado de plantula es imposible diferenciar las diferentes especies en campo

E. hispidula E. oryzoides E. oryzicola
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Se ha observado que existe una diferente susceptibilidad entre las diferentes
especies del género Echinochloa a los distintos herbicidas.

En las diferentes regiones se encuentran
poblaciones de Echinochloa que escapan del
control de los herbicidas en los cultivos de
arroz.

No se conoce el motivo de este hecho, si es
por la existencia de poblaciones resistentes
o por una mala identificacién de la especies
de Echinochloa.

Esto establece la necesidad de alcanzar métodos eficaces para caracterizar
este género y encontrar unas claves taxonémicas adecuadas.
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El objetivo es poder diferenciar los distintos grupos de Echinochloa spp.
que se encuentran los campos de arroz de Extremadura.

Identificar las principales
caracteristicas morfoldgicas que
permitan distinguir las Echinochloa
spp. recolectadas en Extremadura.

Empleo de técnicas moleculares
para la identificacion y
caracterizacion de poblaciones de
Echinochloa en Extremadura en
estadios tempranos

.-—

——— - —— . —— —
---------—------—
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|__Caracteristicas | E.crus—galli |  E. hispidula |  E.oryzicola | E. oryzoides |
Longitud espiga 2,8-3,3 mm 3,3-3,7 mm 4-45 mm 4,3-4,7 mm
Hasta 6 mm Hasta 3 mm Hasta 6 mm Hasta 10 mm
Color basal del tallo Rojo Rojo Vel 0 verde__con Verde o rojo
tonalidad rojiza
Color collar Rojo Rojo o verde Verde Verde
> 200 cm 150-180 cm 100-150 cm 120-150 cm
Situacion Vertical o Vertical o Semivertical o
. Postrado : . : . )
tallo/hojas semivertical semivertical semipostrado
. . . . Ausencia o .
Pubescencia vaina Ausencia Ausencia . Ausencia
presencia
, Vertical o Semivertical o Semivertical o Semipendular o
Panicula : . : )
semivertical semipendular semipendular pendular
) Abiertas o Abiertas o . .
Ramas panicula L L Semiabiertas Semicerradas
semiabiertas semiabiertas
Limbo hoja Abierto Curvado Semicurvado Curvado
Floracién La mas temprana Temprana La mas tardia Tardia
(55-65 dias*) (75-95 dias®) (85-105 dias*) (>140%)
20 dias* 30-45 dias* 70-80 dias* 70-75 dias*

rojo tallo

.
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IDENTIFICACION ECHINOCHLOA (MOLECULAR) @

Hasta ahora hemos conseguido poner a punto marcadores
moleculares inespecificos (ISSR y PCR-RFLP) que nos permite
distinguir en dos grupos las especies de Echinochloa de forma
sencilla y rapida. El grupo 1 estaria formado por E. crus-galli y

E. hispidula, y el grupo 2 por E. oryzoides y E. oryzicola. Por Dreimpes e AN v 0 s poed
otra parte, en casos concretos, se complementan el uso de .. : —
estos marcadores moleculares con otros marcadores mas .. : -
complejos  (AFLPs). Con estos marcadores especificos .. [—]

podemos completar esta division y distinguir las cuatro
especies por separado.
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Técnica molecular: PCR-RFLP

Esta técnica molecular se llama PCR-RFLP (Polimorfismo en el tamafo de los
fragmentos de restriccidon del producto amplificado mediante PCR), y se ha
puesto a punto para su aplicacion en las Echinochloa spp. recolectadas en
Extremadura.

Permite la identificacion de forma precisa y rapida de las especies de
Echinochloa. Por ejemplo, se obtienen resultados de unas 20 muestras en unas
24 horas.
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Técnica molecular: PCR-RFLP

Con este método, los fragmentos de ADN de las plantas amplificados
mediante PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) son cortados con
enzimas de restriccion especificas.

Estos cortes generan fragmentos de ADN con distinto tamafio segtin el grupo
de Echinochloa que sea la planta.
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Técnica molecular: PCR-RFLP

Por ejemplo, el grupo formado por las E. oryzicola, después de cortar con la
enzima de restriccion E1, nos dara un tamafio de fragmento de 481 bp, y el
grupo formado por las E. crus-galli después de cortar con la enzima de
restriccion E1, nos daran dos fragmentos de tamafios 178 bp y 271 bp.

E. CRUS-GALLI | - — w—

E. ORYZICOLA

— — -
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USO DE TECNICAS DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA IDENTIFICACION DE ESPECIES

Método comunmente utilizado para estimar el tamarno relativo del
genoma, en unidades relativas o absolutas

- Desde la introduccion de esta técnica para estudios de plantas, la
estimacion de niveles de poliploidia y la determinacion del genoma
nuclear han sido dos de las aplicaciones mas frecuentes.

— El contenido de ADN nuclear de Echinochloa se estimo utilizando
como referencia el contenido de Pisum sativum
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Para la determinacion del tamano del genoma se seleccionaron
aproximadamente 2 cm cuadrados de hoja fresca de plantulas con un tamano
de 3-4 hojas.

La estimacion de la citometria de flujo del contenido de ADN nuclear se realizo
de la siguiente manera: El tejido de Pisum sativumy Echinochloa se prepararon
de manera conjunta. Pisum sativum se eligio como estandar interno debido a
su similitud en contenido de ADN nuclear (Dolezel et a/, 2005) respecto de
Echinochloa.

La hoja fue-troceada con un bisturi durante 30-60 s en un vidrio de reloj con
aproximadamente 20 ml de tampdén de extraccion (I extracto resultante se
filtro (filtro de 30 pym de poro) y centrifugé a 1500 rpm durante 5 s. A
continuacion, se le anadido 1 ml de tampodn de tincion.

Las muestras se incubaron a 37 °C en oscuridad durante 30 minutos. El
analisis de la citometria de flujo se realizo en un citdbmetro de flujo FC500
(BeckmanCoulter, Hialeah, FL, EE.UU.) sobre, al menos, 10000 nucleos por
muestra.
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USO DE TECNICAS DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA IDENTIFICACION DE ESPECIES

Echinochola specie DNA (pg)

3.74+0.08
3.49+0.16 b
2.67+0.13 ¢
2.46+0.04 d

- Existen diferencias significativas en los contenidos de ADN entre las
diferentes especies de Echinochloa.

- E. oryzoides y E. oryzicola tienen aproximadamente 2/3 de la
cantidad de ADN que E. cruss-galli y E. hispidula.

— Basandonos en nuestra estimacion de ADN, E. hispidula y E. Cruss-
galli serian hexaploides, mientras que E. oryzoides y E. oryzicola
erian tetraploides.
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USO DE TECNICAS DE CITOMETRIA DE FLUJO PARA IDENTIFICACION DE ESPECIES
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CONCLUSIONES: IDENTIFICACION ECHINOCHLOA @
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- En este trabajo queda demostrada la dificultad de usar caracteres
morfologicos para identificacion de especies de Echinochloa en
estadios tempranos de desarrollo

— Técnicas utilizando marcadores moleculares, o como la presentada
aqui (citometria de flujo) son claves para esa correcta identificacion.
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