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Resumen: El género Leptochloa incluye especies de malas hierbas muy problematicas
en el cultivo del arroz. En la actualidad, los herbicidas autorizados en Espafia para
controlar esta mala hierba en arroz pertenecen, principalmente, a 2 modos de accion:
inhibidores de la ALS (acetolactato sintasa) e inhibidores de la ACCasa (acetil coenzima
A carboxilasa). El uso repetido y continuado de estos herbicidas puede conllevar la
aparicion de resistencias. En este trabajo se realizaron prospecciones de Leptochloa spp.
durante varios afios en arrozales de Extremadura donde existian fallos de control
utilizando herbicidas autorizados. De las 42 poblaciones estudiadas, se ha confirmado en
laboratorio distintos tipos de mutaciones en las secuencias en ambas enzimas (ALS y
ACCasa). En ALS la mutacién predominante fue Pro197Ser, mientras que en ACCasa
fue Ile1781Leu. Asimismo, se detectaron poblaciones con mutaciones en los dos genes.
A la vista de las mutaciones encontradas, se aconseja un control integrado de malas
hierbas (CIM) utilizando, ademas de los herbicidas disponibles, técnicas alternativas para
evitar el incremento de biotipos resistentes en la region.

Palabras clave: Leptochloa, arroz, resistencia, mutacion, ALS, ACCasa, sitio de accion,
control integrado de malas hierbas.

1. Introduccion

El arroz es un cultivo fundamental y un alimento bésico en todo el mundo. En
Espana, Extremadura es la segunda comunidad de mayor produccion de arroz después
de Andalucia. Segin (MAPAMA 2018), Extremadura tuvo una superficie cultivada de
24,700 ha y una producciéon de 175,000 toneladas en 2017. Debido a la importancia de
este cultivo, existe una preocupacion creciente sobre el control de malas hierbas, ya que
¢éstas constituyen un problema serio en cuanto a la produccion de los campos de arroz
(Oryza sativa L.) de todo el mundo (OscA 2013, SAITO 2010). En este sentido, se sabe
que las malas hierbas pertenecientes a la familia de las gramineas reducen el rendimiento
del arroz mas que las malas hierbas de hoja ancha o la juncia (SMITH 1988).
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Una graminea que reduce considerablemente la produccion de este cultivo en
Extremadura es el género Leptochloa. Estas, son plantas anuales de primavera muy
comunes en América y Asia (TEHRANCHIAN ET AL. 2016), pero no fue hasta los afios 80
cuando se detectaron por primera vez en Espaiia dentro de Extremadura. La primera
especie descrita en esta region fue Leptochloa fascicularis, siendo una de las gramineas
de arroz mas dafiinas (SAAVEDRA ET AL. 1995, SMITH 1988). De las especies de
Leptochloa que aparecen en el arroz en Extremadura, L. fascicularis y L. uninervia son
las méas comunes (OSUNA ET AL. 2012) debido a que estan bien adaptadas a condiciones
de inundacion o suelo saturado.

El control quimico contra estas malas hierbas es bastante eficiente en este cultivo
(TALBERT AND BURGOS 2007, TEHRANCHIAN ET AL. 2016). De este modo, los herbicidas
mas utilizados para ello, pertenecen principalmente a dos grupos de herbicidas:
inhibidores de la ALS (acetolactato sintasa) e inhibidores de la ACCasa (acetil-CoA
carboxilasa) (OSUNA ET AL. 2012, TEHRANCHIAN ET AL. 2016).

El uso repetido y continuado de herbicidas con un mismo modo de accion esta dando
lugar a numerosos casos de resistencias en distintas especies. Hasta la fecha, 160 especies
diferentes de malas hierbas han desarrollado resistencia a los herbicidas inhibidores de
la ALS y 48 han mostrado resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa (HEAP
2019). El primer caso de resistencia a herbicidas inhibidores de la ACCasa en Leptochloa
spp. (L. chinensis L.) fue descrito por MANEECHOTE ET AL. (2005). Sin embargo, no hay
casos documentados de herbicidas inhibidores de la ALS y ACCasa en L. fascicularis y
L. uninervia (HEAP 2019). El mecanismo mas comun por el que una planta puede
desarrollar resistencia a un herbicida es por mutacion en el sitio de accion del mismo
(gen ALS y/o ACCasa).

Por todo lo expuesto anteriormente, los objetivos de este trabajo son (1) realizar
prospecciones en campos de arroz de Extremadura donde los agricultores describieron
fallos en el control de Leptochloa spp. con herbicidas y (2) analizar las secuencias de la
ALS y ACCasa buscando la existencia de posibles mutaciones que pudieran explicar
dichos fallos de control.

2. Material y Métodos

2.1- Prospecciones

Se realizaron prospecciones desde 2009 hasta 2016 en campos de arroz de
Extremadura. Se cont6 para ello con el asesoramiento de técnicos del servicio de Sanidad
Vegetal de la Junta de Extremadura que eran conocedores de la existencia de fallos de
control de Leptochloa spp. en este cultivo. Asi, se llevaron a cabo los muestreos de
poblaciones de este género en arrozales de la region donde se sospechaban casos de
resistencias. Todas las muestras recogidas fueron georreferenciadas.

2.2- Material vegetal
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Las semillas de las poblaciones de Leptochloa spp. estudiadas fueron germinadas en
macetas de 7x7x9 cm. utilizdndose un sustrato de turba-vermiculita en una proporcion
3:1 en invernadero con condiciones controladas de humedad y temperatura,

2.3- Caracterizacion molecular y morfologica

Las muestras fueron caracterizadas a nivel de especie mediante el uso de marcadores
moleculares AFLP usando la metodologia de ROMANO ET AL. (2017). Estas poblaciones
se clasificaron en L. fascicularis o L. uninervia. Los resultados del estudio molecular se
contrastaron con una caracterizacion morfologica siguiendo la metodologia de
FERNANDEZ-CAVADA ET AL. (2008). Segun este autor, L. fascicularis se distingue L.
uninervia por sus espiguillas mas aristadas.

2.4- Extraccion del ADN y reacciones de PCR

Cuando se obtuvo suficiente material vegetal (60-100mg), se procedio a la extraccion
del ADN utilizandose para ello el kit de extracciéon de ADN para plantas de BIOTOOLS
siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez extraido, se cuantificd utilizando el
NANODROP 1000 (Thermo Scientific) para asegurarnos unas condiciones adecuadas de
concentracion y pureza. A continuacion, se hicieron diluciones a 10 ng/ul
(concentraciones utilizadas en las posteriores PCR). El ADN se conservo a -21 °C hasta
su utilizacion en los analisis.

En la secuencia de la ACCasa se estudiaron 8 codones: ile1781, trp1999, trp2027,
[1e2041, asp2078, 1ys2080, ser2088 y gly2096 utilizando los cebadores de la Tabla 1.

En Ia secuencia de la ALS se estudiaron 2 zonas: la CAD (incluye los codones
alal22, pro197, ala205), y la BE (incluye los codones trp574 y ser653). Los cebadores
utilizados para esta secuenciacion quedan reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizados para la secuenciacion de los genes ALS y ACCasa y los codones
estudiados

Tamafio
Cebador Secuencia fragmento Codones estudiados
(bp)
Gen ACCasa
CRUSS-F 5"-GATTGGCATAGCCGATGAAG-3’ 474 lle1781
CRUSS-R 5’-TGGACAACACCATTGGTAGC-3’
AC6F 5"-AGCTTGGAGGAATCCCTGTT-3’ Trp1999, Trp2027,
496 [1e2041, Asp2078,
AC6R 5"-GGGTCAAGCCTACCCATACA-3’ Lys2080, Ser2088
Gly2096
Gen ALS
PALI-IF 5'-CGACGTCTTCGCCTACCC-3' 455 Zona CAD: Alal22,
PALI-2R 5'-ATCTGCTGCTGGATGTCCTT-3’ Pro197, Ala205
BE-1 5-GTCTTGGGGCTATGGGATTT-3’ 504 Zona BE: Trp574 y
BE-2 5’-CGACAGAACAAGGGAGAACA-3’ Ser653

Para la reaccion de PCR, la mezcla de los reactivos utilizada fue de 1,125ul de cada
primer (10pmol/ ul), 2,4 ul de la mezcla de ANTP (2.5mM), 3 ul de Buffer 10X, 0.3ul
de Taq polimerasa (5U/ pul) y se completd con agua de PCR hasta un volumen final de
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30 ul. El ciclo de PCR llevado a cabo para todas las parejas de cebadores fue el mismo
variando Unicamente la temperatura de unidon de los cebadores: 95°C 5Smin (x1); 95°C
30seg, X°C 30seg, 72°C Imin (x35) y 72°C 5Smin (x1), manteniéndose a 4°C al final del
ciclo. Asi, para las parejas CRUSS-F/ R, AC-6F/R, y PALI-1F/1R la temperatura de
unioén de los cebadores fue de 57°C; para la pareja BE-1/2 esta temperatura fue de 61°C.

2.5- Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de las bandas de interés

Los productos de ADN amplificados mediante la técnica de PCR explicada en el
apartado anterior, fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.3% y
visualizados mediante el transiluminador Alpha Innotech. El gel de agarosa fue tefiido
con Red Safe (20.000X; INTRON). Las bandas esperadas, se cortaron y purificaron
utilizando el Kit de Purificacion de ADN de BIOTOOLS (segun las indicaciones del
fabricante).

2.6- Secuenciacion de los fragmentos amplificados.

Tras purificar las bandas, éstas fueron enviadas para su secuenciacion al STAB
(Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia) de la Universidad de Extremadura. Las
secuencias, fueron visualizadas utilizando el programa CHROMAS y fueron alineadas
mediante el programa CLUSTAL OMEGA.

3. Resultados y Discusion

Un total de 42 poblaciones de Leptochloa spp. fueron utilizadas en este estudio,
abarcando desde muestras recogidas en 2009 hasta 2016.

Mediante la caracterizacion molecular ROMANO ET AL. (2017) y morfoldgica
(articulo por publicar) se determin6 que todas las poblaciones estudiadas pertenecieron
a dos especies: L. fascicularis o L. uninervia. (datos no especificados/mostrados).

Respecto al analisis de las secuencias de genes de la ALS y la ACCasa, las muestras
que presentaron mutacion se distribuyen en Extremadura como se detalla en la Figura 1.
De las 42 muestras estudiadas, 6 de ellas mostraron mutacion en el gen de la ALS, 13
poblaciones con mutaciones en el gen de la ACCasa y 3 poblaciones que presentaron
mutaciones al mismo tiempo en ambos genes como se puede observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de mutaciones encontradas en cada poblacion
Porcentaje de

Mutacion
muestras encontradas

Gen ALS 14,29%
Pro197Ser 7,14%
Prol197Leu 7,14%

Gen ACCasa 30,95%
Ile1781Leu 28,57%
Trp1999Cys 2,38%

En ambos genes a la veg 7,14%
Pro197Ser y Trp1999Cys 4,76%

Pro197Ser y Trp2027Cys 2,38%
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Figura 1. Distribucion de poblaciones de Leptochloa spp. con mutacion en gen de la ALS, ACCasa o en ambos en
Extremadura
Debido a que el arroz es uno de los cultivos con mayor escasez de materias activas
disponibles y, a la vista de los resultados obtenidos en cuanto a mutaciones se refiere, se
aconseja un control integrado de malas hierbas (CIM) utilizando, ademas de los
herbicidas disponibles, técnicas alternativas para evitar el incremento de biotipos
resistentes en la region.
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Resistance to ALS- and ACCase-inhibiting herbicides in Leptochloa
spp. in rice fields from Extremadura

Summary: The genus Leptochloa includes very problematic weed species in rice
cultivation. Currently, the authorized herbicides in Spain to control this weed in rice
belong mainly to 2 modes of action: ALS (acetolactate synthase) inhibitors and ACCase
(acetyl coenzyme A carboxylase) inhibitors. The repeated and continuous use of these
herbicides can lead to the appearance of resistance. In this work, surveys of Leptochloa
spp. were carried out for several years in paddy fields from Extremadura where there
were control failures using authorized herbicides. Out of the 42 populations studied,
different types of mutations in the sequences in both enzymes (ALS and ACCase) have
been confirmed in laboratory. In ALS the predominant mutation was Pro197Ser, while
in ACCase it was Ile1781Leu. Also, populations with mutations in the two genes were
detected. Due to the mutations found, an integrated weed management (IWM) is
recommended, using, in addition to the available herbicides, alternative techniques to
avoid the increase of resistant biotypes in the region.

Keywords: Leptochloa, resistance, mutation, ALS, ACCase, target-site, integrated weed
management.
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