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RESUMEN

Benzobiciclon es un herbicida perteneciente al grupo de inhibidores de la enzima HPPD (grupo 27), un modo de accion
nuevo dentro de los utilizados en la actualidad para el cultivo del arroz en la Unién Europea. El gen HPPD Inhibitor
Sensitive 1 (HISI) es responsable de la tolerancia en el arroz. La sensibilidad a benzobiciclon en ciertos cultivares de
arroz viene principalmente dada por diferentes mutaciones que pueden ocasionar pérdida de funcién de este gen (alelo
his1). El arroz salvaje es una mala hierba problematica en el cultivo del arroz, cuyo control en la actualidad depende en
gran medida del uso de variedades de arroz resistentes a herbicidas. Estudios previos realizados en zonas arroceras
de EE.UU. han mostrado que el benzobiciclon tiene cierto potencial para ser una pieza complementaria del programa
de control de arroz salvaje, dependiendo su efectividad en gran medida de la frecuencia de alelos HIS1/his de la
accesion. El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta a benzobiciclon en diferentes accesiones de arroz salvaje
en Extremadura, genotipando el gen HISI, para detectar la presencia de diferentes cambios en dicho gen relacionados
con la sensibilidad al herbicida (presencia de alelo hisI). De las 30 accesiones evaluadas, 1 de ellas mostro la mutacion
T1510G, 4 presentaron el genotipo denominado como his1/his1 y 2 el genotipo denominado HIS1/hisl. Por lo tanto, en
general, no se debe esperar que benzobiciclén proporcione un control aceptable del arroz salvaje, pero basandonos
en nuestros resultados, benzobicicléon puede proporcionar cierto grado de supresion en plantas, proporcionando un
control complementario a los utilizados en la actualidad. Estudios adicionales necesitan ser realizados, incluyendo un
mayor niumero de accesiones.
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ABSTRACT

Benzobicyclon is an herbicide belonging to the group of HPPD enzyme inhibitors (group 27), a new mode of action
among those currently used for rice cultivation in the EU. The HPPD Inhibitor Sensitive 1 (HIS1) gene is responsible
for tolerance in rice. Sensitivity to benzobicyclon in certain rice cultivars is mainly due to different mutations that can
cause loss of function of this gene (his1 allele). Wild rice is a problematic weed in rice cultivation, the control of which
currently depends largely on the use of herbicide-resistant rice varieties. Previous studies in U.S. rice growing areas
have shown that benzobicyclon has some potential to be a complementary piece of the wild rice control program, with
its effectiveness depending largely on the frequency of HIS1/his1 alleles in the accession. The objective of this study
was to evaluate the response to benzobicyclon in different wild rice accessions in Extremadura, genotyping the HIS1
gene to detect the presence of different changes in this gene related to herbicide sensitivity (presence of his1 allele).
Of the 30 accessions evaluated, 1 of them showed the T1510G mutation, 4 showed the his1/his1 genotype and 2 the HIS1/
his1 genotype. Therefore, in general, benzobicyclon should not be expected to provide acceptable control of wild rice,
but based on our results, benzobicyclon may provide some degree of suppression in plants, providing complementary
control to those currently used. Further studies need to be conducted, including a larger number of accessions.
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INTRODUCCION

Las malas hierbas son el principal problema fito-
sanitario del cultivo del arroz, causando pérdi-
das cercanas al 30% de la produccion (Calha et al.,
2023). El control se hace principalmente mediante
el uso de herbicidas. En la actualidad, la mayoria
de los herbicidas autorizados para el cultivo del
arroz pertenecen a dos modos de accion: inhibido-
res de la acetolactato sintasa (ALS) y de la acetil
coenzimaA-carboxilasa (ACCasa). El uso de herbi-
cidas con el mismo modo de accion junto con la
falta de uso de otras herramientas de control, han
producido un incremento en la aparicion de pobla-
ciones de malas hierbas resistentes.

Hay confirmados varios casos de malas hierbas re-
sistentes a herbicidas en las diferentes zonas arro-
ceras espanolas en las principales malas hierbas de
arroz: Echinochloa spp., Leptochloa spp., Cyperus di-
fformis y Alisma plantago-aquatica (Gomez de Barre-
da et al., 2022) a herbicidas inhibidores de la ALS y
de la ACCasa. Como resultado de esta resistencia,
asi como de una disminucién significativa en el
numero de nuevos herbicidas y una regulacion
cada vez mas estricta del uso de herbicidas, espe-
cialmente en Europa es necesaria la implementa-
cién de una gestién integrada de las malas hierbas,
donde se minimice el nimero de tratamientos her-
bicidas y se maximice su eficacia, integrando alter-
nativas de control no quimico.

Benzobiciclon es un herbicida con un nuevo mo-
do de accidn herbicida en el cultivo del arroz. Per-
tenece al grupo de inhibidores de la 4-hidroxife-
nilpiruvato dioxigenasa (HPPD) (grupo 27) que
actta sobre una amplia gama de malas hierbas en
arrozales. La tolerancia del arroz a dicho herbicida
puede variar en funcion de la genética de cada cul-
tivar. El gen HPPD Inhibitor Sensitive 1 (HIS1) es el
responsable de la tolerancia en el arroz, que se con-
fiere a través de la hidroxilacion del hidrolizado de
benzobiciclén (herbicida activo) en un compuesto
menos fitotdxico que no es benzobiciclén (pro-her-
bicida) (Maeda et al., 2019). La sensibilidad en cier-
tos cultivares es el resultado de una delecion de 28-
bp que da lugar a una proteina truncada (Maeda
et al., 2019) o de una mutacion sin sentido (T1510G)
que codifica para una glicina en lugar de una va-
lina en el aminoacido 286 (Val-286-Gly) (Lv et al.,

2021). En lo sucesivo, un alelo HIS1 con cualquiera
de las mutaciones se denominara hisl.

El arroz salvaje es una de las malas hierbas mas
problematicas del cultivo del arroz. Los producto-
res actualmente dependen en gran medida de la
tecnologia de arroz resistente a herbicidas para su
control (por ejemplo, Clearfield® y Provisia®) (Pe-
nas et al., 2022). El herbicida benzobiciclon ha de-
mostrado cierto potencial para ser una pieza com-
plementaria para el programa de control de arroz
salvaje, tanto en arroz convencional como en arroz
resistente a herbicidas (Patterson et al., 2022). El éxi-
to de benzobiciclon para controlar el arroz salvaje
en un campo concreto dependera en gran medida
de la frecuencia de alelos HIS1/his1 de la accesion
(Brabham et al., 2022).

El objetivo principal de este trabajo ha sido el ge-
notipado el gen HIS1, para detectar la presencia de
diferentes cambios en dicho gen relacionados con
la sensibilidad al herbicida (presencia de alelo hisI)
en diferentes accesiones de arroz salvaje recogidas
en diferentes zonas arroceras de Extremadura.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para este estudio se analizaron 30 accesiones de
arroz salvaje procedentes de distintos campos de
cultivo de Extremadura y recolectada en diferentes
afnos (Tablal).

Tabla 1 - Accesiones* de arroz salvaje de Extremadura
incluidas en el estudio

Afio ID

2008 -03,-05,-07,-10,-11,-12, -14, -15, -16, -20, -24, -27, -33, -36, -37, -38, -41, -42,
2013 -08

2016 -02

2017 -01,-02

2019 -02,-04,-05, -06

2020 -01,-03,-04

2021 01

(*) en adelante la identificacion de las distintas accesiones se codificaran como:
AS+2 (ltimas cifras del afio+ID
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Extraccién/cuantificacion de ADN

El ADN se extrajo de semillas de arroz salvaje uti-
lizando el kit Speedtools Plant DNA Extraction Kit
(Biotools B&M Labs S.A., Valle de Tobalina, Ma-
drid, Espafia). La concentraciéon de cada muestra se
midid en un espectrofotometro NANODROP Ther-
moscientific (ThermoFisher, Nano-Drop Products,
Wilmington, DE).

Amplificacion por PCR

Se utilizaron tres conjuntos de cebadores para am-
plificar diferentes regiones del gen HISI donde se
pueden producir cambios relacionados con la tole-
rancia al herbicida, como se indic6 en la introduc-
cién: delecion de 28 pb (Maeda et al.,, 2019) y mu-
tacion T1510G (Lv et al., 2021). Ademas, tomando
como referencia Brabham et al. (2020), se amplifico
la region donde diferentes cambios nucleétidicos
se corresponderian a genotipos HIS1/HIS1 (TGAT-
GC), HIS1/hisl (T/CGATGC/T) e hisl/hisl (CGAT-
GT). Los primers utilizados, asi como las condicio-
nes de amplificacion por PCR estan descritos en los
articulos citados anteriormente.

A)

Species/Abbev
1. AS-1701
2. AS-1902
3. AS-2001
4 AS-1904
5. AS-1306
6. AS-2003
7. AS-2004
8. AS-1311
9 AS1308.
10. AS-2101

(B)

Secuenciacion del gen

El producto de amplificacion de la PCR se visua-
lizé bajo luz ultravioleta (320 nm; instrumento
ALPHA DIGI DOC Pro, Alpha Innotec Corpora-
tion, Johannesburgo, Sudafrica). A continuacion,
se purificaron las bandas de cada PCR utilizan-
do el Speed Tools PCR Clean-Up Kit (Biotools,
B&M Labs, Madrid, Espafia). Las muestras se se-
cuenciaron en un laboratorio externo (STABVIDA,
Caparica, Portugal). Los resultados de la secuen-
ciacion se visualizaron con el software CHRO-
MAS y se alinearon con los resultados de la PCR.

RESULTADOS

Delecion 28 bp

La delecion de 28 pares de bases descrita en Maeda
et al. 2019 no fue encontrada en ninguna de las ac-
cesiones de arroz salvaje incluidas en este estudio
(datos no mostrados).

HISI/HIS1

HIS1/hisl

hisl/his1

Figura 1 - (A) Alineamiento de secuencias de diferentes accesiones de arroz salvaje (regién TGATGC); (B) Cromatogramas
correspondientes a genotipos HIS1/HIS1 (TGATGC), HIS1/his1 (T/CGATGC/T) e his1/his1 (CGATGT).
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Genotipado HIS1/his1 (region TGATGC)

Como se mencioné en la metodologia, se amplificd
la region donde diferentes cambios nucledtidicos
se corresponderian a genotipos HIS1/HIS1 (TGAT-
GC), HIS1/hisl (T/CGATGC/T) e hisl/hisl (CGAT-
GT). De las 30 accesiones incluidas en este estudio,
4 presentaron el genotipo hisl/hisl, 2 el genotipo
HIS1/his y los 24 restantes el genotipo HIS1/HIS1
(Figuras 1A y 1B).

Mutacién puntual (T1510G)

De las 30 accesiones analizadas, solo una muestra
(AS-1902) ha presentado la mutacion T1510G des-
crita en Lv et al. (2021) como responsable de la to-
lerancia a benzobiciclon (Figura 2). Esta muestra
también presenta un genotipo HIS1/his, como se
describi6 en el apartado anterior.

Species/Abbev
1. AS-0838
2 AS1308
3. AS-1602
4. AT
5 AS1904
6. AS-1905
T AS1906
8. AS-2001
9. AS-211
10. AS-1902
11. AS-2003
12. AS-2004
13. AS-0B0T
14. AS-1702
15, AS-0B42
16. AS-0B41
17. AS-0816
18. AS-0803
19. AS-0B12
20. AS-0805
21. AS-DB10
2. AS 0811
23. AS-DB14
24. AS-DB1S
26 AS-0820
26. AS-DE24
27, AS0827
28. AS-0B33

nuestro laboratorio han mostrado que la presencia
del genotipo hisl/his1 o HIS1/his1 esta relacionado
con un blanqueamiento inicial de la planta trata-
da, que desaparece con el tiempo, y la sensibilidad
viene dada cuando aparece asociado a alguna de
las otras dos mutaciones (Osuna, comunicaciéon
personal).

De las 30 accesiones incluidas en este estudio, solo
una de ellas presenta la mutacion T1510G, y seis de
ellas han sido genotipadas como his1/his1 o HIS1/
hisl. Se esta ampliando este estudio con la inclu-
sion de mas accesiones, pero como conclusion pre-
liminar se podria decir que el benzobiciclén puede
proporcionar cierto grado de supresion en plantas,
proporcionando un control complementario a los
utilizados en la actualidad.

Figura 2 - Alineamiento de secuencias de diferentes accesiones de arroz salvaje (region T1510G).

CONCLUSIONES

Tanto la mutacién T1510G como la delecién de
28 pb estan relacionados directamente con la sen-
sibilidad al herbicida benzobiciclon en los cul-
tivares de arroz que la presentan (Lv ef al., 2021).
El genotipado en base a lo publicado por Brabham
et al. (2020) puede dar ciertos errores en la correcta
identificacion de los accesiones sensibles-toleran-
tes a benzobiciclon. Experimentos realizados en
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