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RESUMEN

Zamora Meléndez, Alejandro

Diversidad morfoldgica y genética de las especies de Oryza (Poaceae) de Costa Rica
Tesis de Maestria en Biologia. San José, Costa Rica.:

A.Zamora.M., 2001

178h.:11.-99 refs.

Se realizé un estudio de la diversidad del género Oryza L. en Costa Rica, que
incluy6 un inventario de especies v poblaciones. la descripcion de dos hibridos naturales,
el andlisis de la variabilidad morfoldégica de las especies, con énfasis en O. latifolia y el
estudio de la estructura genética de O. glumaepatula.

Se encontraron en las zonas bajas de Costa Rica un total de 312 poblaciones de
plantas del género Orvza.  Estas mostraron gran variabilidad morfolégica y los estudios
univariados y multivariados demostraron que las plantas pertenecian a cinco grupos
diferentes. Tres de estos correspondian a especies va descritas, a saber, O. latifolia, O.
grandiglumis y O. glumaepatula. Los otros dos grupos son hibridos naturales entre las
especies nativas de Costa Rica. Estas plantas tienen morfologia distinta ¢ intermedia
entre las lineas parentales, son estériles y ademds muestran caracteristicas genéticas que
apoyan la hipétesis de un origen hibrido, como lo son la expresion de alelos tipicos de las
lineas parentales en forma heterocigota para varios loci de isoenzimas y en loci de
secuencias simples repetidas.  O. latifolia es la especie mas abundante v ampliamente
distribuida en Costa Rica. Las plantas de la vertiente Atldntica son significativamente
mads robustas en varias caracteristicas, asi como también que las plantas de climas mas
humedos son mas grandes que las de clhimas mas secos. También se encontro que las
plantas de microhdbitats con una mayor disponibilidad de agua y de luz tienen habitos
mads grandes. A diferencia de las otras especies, O. latifolia se encuentra en una gran
cantidad de zonas de vida, tipos de clima, elevaciones y microhabitats, lo que indica que
ésta especie ha tenido una gran capacidad de adaptacion. Esta es la primera vez que se
registra O. grandiglumis para Costa Rica. Esta especie se diferencia de O. latifolia
principalmente en la mayor longitud de la lema estéril. Se encuentra Gnicamente en la
region de Rio Frio, y tiene varios rasgos que sugieren una adaptacion a bancos lodosos a
onllas de rios grandes en zonas muy estacionales. 0. glumaepatula es una planta con

genoma diploide tipo AA, por lo que es la especie costarricense mas relacionada
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filogenéticamente a O. sativa, el arroz cultivado. Esta especie habia sido registrada en
Costa Rica con muestras de la poblacion de Guanacaste. Sin embargo, en éste estudio se
descubri6 una poblacion adicional en el humedal del Rio Medio Queso, Los Chiles. Esta
poblacion es perenne y mucho mas grande que la poblacion de Guanacaste. Existen
diferencias genéticas marcadas entre las dos poblaciones de O. glumaepatula de Costa
Rica. Sin embargo, dentro de la poblacion de Medio Queso se encontré una alta
estructuracion, donde las subpoblaciones situadas a lo largo del humedal, mostraron
diferencias marcadas en las frecuencias génicas v también en la presencia de los alelos.
Esta distribucion espacial de la variabilidad gencética puede ser causada por el efecto del
aislamiento por distancia y por el endocruzamiento que ocurre en esta poblacion como
producto del apareamiento con individuos muyv cercanos v por autogamia. La
ineficiencia a largas distancias (e.g. >10m) de la polinizacion edlica v la muyv limitada
capacidad de dispersién de la semilla hacen que ésta especie tenga una migraciéon muy
reducida, lo que sumado a la autopolinizacion facultauva hace que los individuos tengan

un parentesco que es inversamente proporcional a la distancia entre ellos.

Las especies de Oryza de Costa Rica. incluvendo a los dos tipos de hibridos,
constituyen una gran fuente de materia prima para la investigacion en geneética ecologica,
especiacion por hibridacion, flujo de genes, asi como para aplicaciones practicas como la
bisqueda de genes de tolerancia a factores bioticos o abiduicos. Estas especies tienen un
gran potencial para ser usadas en el mejoramiento del arroz cultivado v deben ser
protegidas en sus ecosistemas naturales, dando continuidad asi al proceso evolutivo de las

plantas en relacion al ambiente y los patogenos.

Palabras clave: Oryza latifolia, O. grandiglhumis. O. glumaepatula, recursos genéticos,

hibridacion natural, genética de poblaciones.

Director de la investigacion: Dr. Jorge Arturo Lobo Segura
Programa de Estudios de Posgrado en Biologia
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Abstract

Many wild populations of the genus Oryza were found throughout the lowlands of
Costa Rica. The plants found showed extensive morphological variation, suggesting the
presence of several species. Morphological and genetic analyses served to classify the
populations in three species: O. grandiglumis. O. latifolia and O. glumaepatula. The
first, O. grandiglumis is a new record for Costa Rican flora. Two difterent hybrid forms
were found. One of these is here shown to be a hyvbrid between Onza glumaepatula
(2n=24) and O. grandiglumis(2n=48). Its morphologv is signitficantly different and
intermediate to that of the parental lines. The isozyvme and microsatellite pattern of these
plants at several loci 1s different from both parent species, resulting from a combination
of their bands. These hybrid plants occur only in the bank of the Medio Queso river, Los
Chiles, Alajuela and perpetuate reproducing asexually by fision of the culms and hydric
dispersion. The second hybrid is proposed to be a cross between O.latifolia and
O.grandiglumis. ~ The hybrid O. spl is found only in the banks of the Medio Queso
River, while O. sp2 is found in the same localities as O. grandiglumis. Both hybrids are
sterile and propagate asexually by fision of the culms and hydric dispersion. The species
O. glumaepatula and O. grandiglumis occur in restricted geographical areas where there
1s a marked seasonality in the freatic level. This suggests that these species may have
particular habitat requirements, perhaps related to germination. It seems that the diversity
of life zones and microhabitats available in Costa Rica allows for the development of
viable populations of species with particular habitat requirements. The populations of O.
latifolia from Costa Rica show extensive variation and plants from different geographic
regions, climatic areas and microhabitats possess significally different habits as assessed

by ANOVA and principal component analysis (PCA). The genetic structure of two
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populations of O. glumaepatula from Costa Rica was assessed using microsatellite
primers designed for cultivated rice. There is a high degree of structuring in the
population (F;7=0.866), atributed to a high differentiation of the populations (Fs1=0.713)
and to a moderate degree of inbreeding (Fis=0.453). This may be the result of selfing or
crosspolination with related plants in the near vicinitv. Private alleles were found for the
populations of Guanacaste and Medio Quesce situated 100 km apart. A cline was
observed to occur (RM3 and RM3§) at the Medio Queso River wetlands population,
which may be formed by the limited tlow of genes berween adyacent populations. Both
limited seed dispersal (as inferred from the phenology and the morphology of the seed,

and the reduced gene flow via pollen (due to its short viability and dispersal) can explain

the limited gene flow estimated to occur in this species.
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Capitulo 1

Introduccion General

El arroz fue uno de los primeros cereales domesticados en el mundo

El arroz (Oryza sativa L) es uno de los primeros cereales que se domesticaron,
hace aproximadamente 7000 a 9000 anos v es e cultivo que ha alimentado a mas gente
desde el inicio de la agricultura (Huke v Huke. 1990). Segun Swaminathan (1986) el

arroz se ha cultivado en India v China desde hace mas de 5000 anos.

Su cultivo vy uso constituye una parte tundamental de la tradicion de numerosas
culturas en Asia. No es extrafio que en Mvanmar (Burma). donde se encuentra el centro
de diversidad de variedades y se consume 210 Kg de arroz per capita anualmente. se le
ligue al origen mismo del hombre. En Bali se le considera regalo de los dioses Vishnu,
quien lo hizo salir de la tierra, e Indra quien le enseno al hombre a sembrarlo. En India,
las religiones Hindi y Budista consideran al arroz como una ofrenda digna para los
dioses. Alli existen variedades aromaticas como el Pusa Basmati. que son consideradas
como delicadezas. En Japon, trenzas hechas con los culmos secos del arroz adornan los
templos y segun la tradicion Shinto, el Emperador es la encarnacion de Ninigo-no-

mikoto, el dios del arroz maduro (hup//waww riccweb ore. Historv htm).

En Africa del oeste, el arroz (). glaberrima) tue domesticado de manera paralela
e independiente, probablemente a partir de la especie silvestre (). harthii, hace mas de
1500 afios (BOSTID, 1996) y tambien es parte esencial de la cultura de Sierra Leona y
Costa de Marfil. Este arroz africano tiene gran cantidad de variedades lo mismo que O.

sativa (Vaughan, 1994).

El arroz fue llevado al Sur de Europa en el Siglo [V a C., como resultado de la
conquista de India por Alejandro Magno a ca. 324 A.C y su interés por la unificacion de
su reino. Con éste objetivo incentivo los casamientos entre personas de diferentes
culturas y el intercambio de cultivos entre las regiones de su imperio (Quillet, 1979). De

esta manera, el arroz llego posiblemente a Grecia de donde se dispersé hacia otros paises
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de Europa (http://www.riceweb.org, History htm). En el sur de Espana y en Italia el

arroz es parte importante de la cultura de estos paises.

En América Latina, el arroz cultivado fue introducido durante el periodo de
conquista (Cabezas y Espinoza, 2000) v debido a la dominacion de la cultura Ibérica su
consumo se generalizo en muchos paises. principalmente en Centro v Sur America. En
Costa Rica, se consumen anualmente 33 Kg de arroz per capita lo que constituye el 45 %
de las calorias diarias. Ademas. forma parte de los platos tipicos mas reconocidos, tanto
de la region del Valle Central. con el ~gallo pinto™. como de la cultura atrocaribena de la

Costa Atlantica, con el “rice and beans™.

Atn cuando el arroz no ha sido domesticado en America. los pobladores nativos
del Amazonas recolectan las semillas de las especies silvestres de arroz O. glumaepatula
y O. grandiglumis. Agitando las paniculas encima de los botes consiguen suficientes
semillas y las consumen de la misma manera que el resto del mundo lo hace con el arroz

cultivado (Oka, 1961; Vaughan, 1994; Morishima v Martins, 1994).

El arroz es el principal alimento en los paises en vias de desarrollo

Actualmente, este cultivo es uno de los principales del mundo actual (Ronald,
1997).  Dos mil millones de personas. cerca de un tercio del total de la poblacion
humana, consume arroz (). sariva L) diarlamente como su fuente principal de
carbohidratos (Ronald, 1997). En algunos paises como Bangladesh, Cambodia,
Indonesia, Laos, Myanmar, Tailandia v Vietnam. el arroz brinda un 55-80% del total de
calorias consumidas diariamente. A mivel mundial se producen 597.154.664 toneladas,
para un primer lugar en produccion en el mundo (Cuadro 1). El 957% del arroz se
produce en paises en vias de desarrollo, principalmente para consumo interno en los

paises productores, ya que solamente entre un 4-8% se exporta (http //www.riceweb.org/

). En total se siembran 155.128.000 hectareas, por lo que el arroz ocupa el segundo lugar
despuées del trigo y antes que el maiz en area cultivada (http;//mckenna.cses. vt.edu/

cses3444/3444lecl Shtml).
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Produccion de arroz en otros paises y en Costa Rica

Mas de 50 paises en el mundo producen 597 millones de toneladas de arroz
anualmente, siendo los paises asiaticos los responsables del 92% de esta produccion. Los
paises con la mayor produccion de arroz son China e India con 200 y 131 millones de
toneladas anuales respectivamente (57% del total). practicamente todo para consumo

interno (Cuadro 2).

El rendimiento por hectarea de las plantaciones de arroz vana ampliamente desde
0,9 toneladas (Mozambique) hasta 10.1 toneladas en Australia (IRRI World Rice
Statistics).  Esta variacion se debe principalmente al tipo de siembra. variedades,

mecanizacion y uso de agroquimicos.

Estados Unidos y Tailandia, producen 9.5 v 23.3 millones de toneladas meétricas
anuales respectivamente, pero un alto porcentaje de esta produccion es para exportacion.
Tailandia es el pais que exporta mas arroz con 6.3 miliones de toneladas metricas anuales
(Cuadro 3). Sin embargo, sus estrategias de competencia son diterentes. el primero
apunta a la eficiencia y tecnificacion, logrando una produccion cercana a las 6,6
toneladas por hectarea, mientras que el segundo lo logra mediante una reduccion de
costos basada en mano de obra barata v grandes extensiones de terreno. con una

produccion pobre de 2.3 toneladas por hectarea

De esta manera, a pesar de que tiene uno de los rendimientos mas bajos en el
mundo. Tailandia es uno de los mavores exportadores de arroz en el mundo (Cuadro 3)
debido al area que siembra y que produce mucho mas de lo que necesita para consumo
interno. Solo un 4% de la produccion total de arroz (13.4 millones de toneladas) se
comercia a nivel internacional (UCDavis. 1999, http.//www.agronomy ucdavis edu/

uccerice/stat/fags htm).

Problematica del crecimiento poblacional

A pesar de que las cosechas mundiales de arroz han aumentado continuamente



durante los Ultimos 30 afios, la produccion per capita se ha estabilizado debido al
crecimiento de la poblacion (Mann, 1999). A pesar de los esfuerzos por disminuir la tasa
de nacimientos, se proyecta que la poblacion mundial crecera un 50% en las proximas
tres décadas (Tanksley and McCouch. 1997). Asi, la humanidad podria enfrentarse
pronto a una gran demanda de cereales en un momento en que pareciera como si las
variedades comerciales de arroz  hubieran alcanzado va su rendimiento potencial

(Mann,1999).

En el pasado, la Revolucion Verde logro expandir la produccion de granos
mediante cuatro estrategias o innovaciones tecnologicas: la produccion de nuevas
variedades, uso de agroquimicos, la expansion de la frontera agricola v el aumento de la
irrigacion (Tankslev and McCouch, 1997; Mann. 1999)  La situacion actual es diterente
debido a que las reservas de agua han disminuido v las crecientes poblaciones humanas
ejercen una presion cada vez mayor sobre las mismas.  De la misma manera. la tierra
cultivable se mantiene constante e incluso disminuve debido a la degradacion de los
suelos y la urbanizacion. Ademas, la contaminacion de los ecosistemas debido al uso
desmedido de agroquimicos ha producido una fuerte accion social en su contra que
probablemente se intensificara en los proximos afios. Por lo tanto. el mejoramiento
genético de variedades, que permita un uso mas eficiente del agua. suelo v nutrientes,
permanece como la Unica estrategia razonable para aumentar la produccion (Tankslev

and McCouch, 1997).

Sin embargo, la homogeneidad genetica de los cultivares de arroz permite un
incremento anual de apenas un 1% en la produccion, cuando se hace mejoramiento
intraespecifico tradicional. El proceso de domesticacion en todos los cereales consistio
en una seleccion artificial de plantas con floracion sincronizada, persistencia del grano en
la panicula vy alta produccion. Desdichadamente, un efecto secundario de éste proceso
selectivo fue la eliminacion de algunos de los alelos no ligados a las caracteristicas
seleccionadas, por lo que alelos potencialmente valiosos se perdieron en muchos loci

(Tanksley and McCouch, 1997).

Una reduccion similar de la variabilidad genética ocurrio debido al mejoramiento



genético moderno y a las politicas agricolas asociadas a la Revolucion Verde en los afios
60 y 70. Esta vez, la liberacion masiva de unas pocas variedades mejoradas elimino
muchos cultivares locales dejando a los productores con unas pocas lineas casi isogénicas

que se tornaron susceptibles a muchas enfermedades.

Los cultivares locales tienen un rendimiento bajo en promedio. pero tienen
también una alta estabilidad en rendimiento a laruc plazo debido a su variabilidad
genética (Monshima er al, 1992).  Por el contrario. las vanedades mejoradas se
caracterizan por su alto rendimiento en condiciones muv controladas v su homogeneidad
genética.  Estas caracteristicas son provechosas en esquemas automatizados de
produccidon y donde se da una rotacidn de varnedaces frecuentemente  Sin embargo.
cuando una de estas variedades se siembra en tormz continua v sin la dosificacion
apropiada de agroquimicos, rapidamente se ‘uelve susceptible a enfermedades v su

rendimiento disminuye.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de aumentar el acerve genetico del arroz
cultivado, mediante cruzamientos intra € Inier espeliicos cor especies silvestres v
mediante la ingenieria genética. Esto es fundamentai czra croveer 2l los mejoradores con
la variacion y las caracteristicas novedosas negceszmas rarz orear muchas nuevas
variedades con un rendimiento potencial mz..or . con Lnz mzwvor telerancia a las

enfermedades (Tanksley v McCouch. 1907 \z-- =222

Limitaciones genéticas a la produccion de arroz

El proceso de domesticacion en e z—-- ::-usuo en la seleccion de

caracteristicas como sincronizacion de la tloracien. sersistenciz del grano en la panicula,

alta productividad y autofecundacion (Mornsmi~z. Sz-c + Oxz. 1992). En este proceso
de seleccion direccional. se perdio gran parte 2= : . zmz-~iiidad de la especie silvestre
ancestral O. rufipogon. debido a Gue nC iz z: co-zoiones de (). rufipogon  se
tomaron como base para la especie cultivadz = ze=: 2o al proceso de seleccion en si

mismo en el que los alelos no heados & (03 s€ets~nados se rerdieron (Tankslev v



McCouch, 1997). Por esta razon (. safiva cuenta apenas con una fraccion de la
variabilidad genética de la especie silvestre a partir de la cual se domestico, O. rufipogon,

lo que limita la capacidad de aumentar su produccion.

Cada planta tiene una capacidad maxima de produccion en condiciones Optimas
de nutrientes. agua, luz, temperatura v salud En éstas condiciones la productividad
potencial de las variedades de arroz costarricense es de 12 toneladas por hectarea. Sin
embargo. en el campo las condiciones frecuentemente distan de las optimas. v debido a
€sto se da una gran variacion en el rendimiento. con Australia a la cabeza con 10
toneladas métricas por hectarea v paises atrnicanos como Mozambique con 0.9 toneladas

en los ultimos lugares.

Limitaciones a la produccion en Costa Rica. aspectos econoémicos v drea de siembra.

Enla década de 1980, el arroz era e] segundo cultivo. despues del café. en area de
siembra aun cuando las 86.000 hectareas sembradas eran totalmente para consumo
interno (Stout, 1983). El area cultivada de arroz en Costa Rica ha disminuido un 50% en
los Gltimos treinta afos. La produccion de arroz en Costa Rica se ve limitada por varios
factores, que involucran los edaficos. climaticos v biologicos. pero también Jos
tecnologicos, economicos y politicos.

La combinacion de factores climaticos adversos. enfermedades, escaso

o

financiamiento. ausencia de subsidios al cultivo. han hecho que el cultivo no sea rentable
cuando se le compara a los precios del arroz proveniente de Estados Unidos y Tailandia

debido a subsidios y al bajo costo de produccion respectivamente.

Los factores fisicos, quimicos v climaticos del entorno tienen una gran influencia
en la capacidad productiva de la planta. La falta o exceso de diferentes elementos, asi
como la disponibilidad de agua son factores fundamentales para un buen desarrollo.
floracion y fructificacion.  En algunos paises Asiaticos la salinidad es uno de los
principales obstaculos para el cultivo del arroz, mientras que en Africa las sequias son

causantes de graves pérdidas. En Costa Rica, el exceso de hierro en los suelos v la



impredictabilidad del clima, especialmente durante afos en que el fenomeno de El Nifio

se presenta, son factores que afectan al cultivo del arroz.

Factores de estrés biotico en Costa Rica

El virus de la hoja blanca del arroz (Ribv) es el causante de la enfermedad del
mismo nombre, que se expresa comoe una clorosis o blanqueamiento en estrias
longitudinales paralelas a la venacion de la hoja  Esta enfermedad puede ser letal si
ataca a una planta suceptible durante las primeras semanas de vida. Las pérdidas
producidas por esta enfermedad pueden llegar a un 80% (Jennings. 1963).  Este virus es
endémico de America v es transmitido exclusivamente por el deltacido 7agosodes
oryzicolus. Este delfacido (Homoptera: Delphacidae) se alimenta exclusivamente de
plantas de Oryza sativa y aparte de ser el vector del Rhbv. es tambien una plaga en si
mismo para el arroz debido al dafo que causa al ovipositar en la planta (McGuire et al..
1960).Es importante por lo tanto determinar cual de las especies americanas de Oryza
puede haber sido la especie hospedera original del insecto v del virus. v si es que hay en

eéstas especies factores de tolerancia al insecto v al virus.

La Piricularia o tizon del arroz es la enfermedad mas importante actualmente en
Costa Rica y los agricultores invierten una gran cantidad de recursos en fungicidas para
combatirla. Es causada por el hongo Magnaporthe grisea (=Pvricularia grisea) v puede
causar perdidas hasta de un 100% si ataca a un cultivo de pocos dias de germinado
(Correa-Victoria y Zeigler, 1993). Su control se basa en el uso de variedades tolerantes v
fungicidas, aunque debido a la variabilidad genética del hongo la tolerancia se pierde

rapidamente y los hongos se vuelven cada vez mas resistentes a los pesticidas.

Posibilidades de aumentar la produccion o de brindarle al cultivo mejores

caracteristicas

Ingenieria genética
La transformacion genética de plantas permite introducir en una variedad

cultivada genes de diversos organismos, que no estan disponibles en especies



relacionadas como para hacer cruces viables. De esta manera se han transferido
horizontalmente a diversas plantas cultivadas, genes que brindan resistencia a herbicidas,
virus, insectos, o que protegen contra el congelamiento. Por otra parte, caracteristicas
que aumentan la calidad nutricional, como el arroz dorado desarrollado por Al-Abibi y
Potrykus (2001), que tiene genes para producir B-caroteno (provitamina A), son una

opcion interesante para producir arroz con un valor agregado.

En Costa Rica. el Programa de Biotecnologia de Arroz del CIBCM ha
desarrollado la capacidad de hacer transtormacion genetica de arroz en cuanto a
infraestructura, equipo y recursos humanos capacitados. Actualmente las lineas de
investigacion en las que trabajan son el desarrollo de plantas transgenicas resistentes al
herbicida fosfinotricina, al virus de la hoja blanca v resistencia a insectos chupadores (7.
oryzicolus). Las especies silvestres podrian proveer genes para introducir en el arroz

mediante ingenieria genética o cruzamiento convencional
Mejoramiento convencional intraespecifico

Los cruces entre variedades y la posterior seleccion son practicas muyv antiguas y
generalizadas, que ha dado buenos resultados. aunque esta limitada por la varacion
geneética que se da dentro de (). sariva. En este caso se trata de seleccionar las variedades
que presentan las caracteristicas mas apropiadas v hacer cruces con el fin de obtener la
mejor combinacion de las caracteristicas. Actuaimente una de las técnicas mas utilizadas
es la conversion, en la que se pretende integrar al genoma de una variedad élite una unica
caracteristica de interés mediante cruzamiento. como puede ser la resistencia natural a un

herbicida o a un patogeno.

Mejoramiento usando germoplasma silvestre con marcadores moleculares

La hmitada variabilidad de los cultivares de arroz contrasta con la de las 23
especies del género Oryza. Aln cuando hav muchos cultivares de (). sativa. éstos
contienen solamente una porcion de la variabilidad de su ancestro, . rufipogon

(Mornshima et al., 1992, Tanksley y McCouch, 1997). Ademas, las especies silvestres de



arroz en general tienen nueve tipos de genomas (Vaughan, 1994 Ge er al., 1999). Estas
especies representan un 70% de la variabilidad genética dentro del género, segun los
polimorfismos de ADN encontrados mediante varios tipos de marcadores (Tanksley y
McCouch, 1997). Muestran ademas mas diversidad genética a nivel de cloroplasto que

las especies cultivadas (Provan ef al., 1997).

Las especies silvestres de Orvza va han sido utilizadas exitosamente como fuentes
de valiosos QTL v genes unicos en el mejoramiento genetico de los cultivares de arroz.
Ronald (1997) clono el gen Ya 2/. que contiere resistencia a la bacteria Xanthomonas
oryzae, a partir de la especie Africana (/). /ongisiainmaia. v este ha sido introducido en el
genoma de varias lineas élite mediante la ingemena genetica para producir variedades

que sean resistentes a dicho patogeno.

Los cruces inter especificos permiten la ampliacion del acervo genetico del arroz
cultivado como un todo. Estos cruces producen plantas con genomas hibridos que al
recombinarse, proveen las variacion genetica. que es la materia pnima necesaria para
obtener cambio fenotipico significativo, seleccionando las combinaciones alelicas mas
favorables (Ando y Rangel, 1994). Yang er al.. (1991). obtuvieron hibridos F1 de O.
sativa 'y O. glumaepatula.  Estos hibridos eran parcialmente fertiles v mostraron
resistencia al rice black streaked dwarf virus (Rbsav. virus del enanismo v ravado negro
del arroz). Asimismo, el uso de microsatelites como marcadores geneticos v el retrocruce
repetitivo de material hibrido. han permitido la introgresion de QTL para aumentar la
produccion, a partir de la especie asiatica (). rufipogon hacia las variedades é€lite de arroz.
El rendimiento por hectarea en estas lineas seleccionadas aumento hasta en un 30% sobre
la variedad original en un periodo de tres afios (Tankslev v McCouch, 1997; Xiao et al.,

1998 Thomme com. pers.).

Actualmente se realizan grandes esfuerzos por localizar y conservar el germoplasma

silvestre de arroz

Muchos sitios donde antes se encontraban poblaciones naturales de Oryza han



desaparecido debido a la expansion de la frontera agricola y se han convertido en
pastizales o arrozales. Por esta razon, muchos centros internacionales de investigacion en
el mundo, como el Instituto Internacional de Investigaciones en Arroz (IRRI,Filipinas), el
West African Rice Development Association (WARDA, Costa de Marfil) el Instituto
Nacional de Genética (NIG, Japon). v el CIAT (Colombia) estan localizando y
estudiando los recursos genéticos del arroz. con el objetivo de desarrollar nuevas
variedades con mayor rendimiento v resistencia a enfermedades.  El presente estudio fue
auspiciado por IRRI v formo parte de su provecto global ~Collection and conservation of

rice germplasm™.

Sistematica del género Oryza y relaciones con otras tribus dentro de Poaceae

El arroz pertenece al género Oryza L. (Poaceae: Orvzanae). v sus parientes mas
cercanos, a nivel de tribu, son los bambues (tribu Bambusanaey. Otros cereales
conocidos como el trigo, avena, cebada, centeno v maiz. pertenecen a vanas subfamilias

y tribus distantemente relacionadas a la del arroz (Vaughan. 1994)

En la tribu Oryzanae, se encuentran ademas otros generos relacionados a Oryza.
de los cuales varios se encuentran en Ameérica. como Luziola. lLeersia. Zizania.
Zizaniopsis y Rhynchoriza.  De estos. los dos pnimeros se encuentran en Costa Rica. con

las especies Leersia hexandra, Luziola subintegra v Luziola tragilis (Pohl. 1980).

Dos especies han sido domesticadas: (). glaberrima Steud.. en Africa v O. sativa
L. en Asia. Esta ultima ha sido subdividida en tres subespecies de acuerdo a su
morfologia y a marcadores moleculares: indica. japonica v javanica. O. sativa se cultiva
ampliamente en regiones tropicales v subtropicales hasta los 50 N en China y 40 S en

Argentina (Vaughan. 1994).

Las especies silvestres del genero Oryza tienen una distribucion pantropical, con
una distribucion latitudinal de hasta 23 crados en promedio de latitud norte v sur. El
numero total de especies varia segun el autor entre 20 (Vaughan, 1994) v 23 (Ge et al

1999). Muchas de las especies son comunes en humedales, la mayoria de areas abiertas v
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algunas de zonas boscosas (Vaughan, 1994).

Existen tres secciones dentro del género, a saber: Uryza, Ridleyanae y Granulata
(Roschevicz, 1931). Ademas, Tateoka (1962a.b) describio cuatro complejos de especies
que congregan a una serie de especies de morfologia similar, determinando varios tipos
de genomas, basandose en el estudio del apareamiento de los cromosomas en la meiosis

de los hibridos F1 entre cada una de las especies v (). saina.

Segun Vaughan (1994) estos compleios. a saber: . sariva. O. officinalis. O.
ridleyi y . meyeriana, se ajustan mejor a la vanacion genetica del genero. El primero
incluye especies con genoma diploide tipo AA. v el segundo, tambien llamado complejo
de O. latifolia, congrega a una serie de especies con genomas B. C. D v E. de Ios cuales

las especies alotetraploides CCDD son endemicas de America Tropical.

Estas clasificaciones pretenden expresar la cercania filogenetica de las especies y
comprenden los acervos genéticos o grupos de cruzamiento primario. secundario y
terciario. Es de estos grupos de cruzamiemto de los que se pueden transferir
caracteristicas de interés al arroz, con un grado de dificultad proporcional a la distancia
genética de cada especie.  El primer grupo de cruzamiento corresponde a las especies de
genoma diploide AA, el segundo incluve a todas las especies del complejo de O.
officinalis que tienen genomas B.C. D. E el tercero esta compuesto por las especies
mas divergentes que tienen genomas F. G. H. J. K (Ge er al., 1999). Todas las especies
de los complejos de O. sativa vy O. officinalis han sido hibridizados artificialmente con O.

sativa (Vaughan, 1994)

Especies de Oryza en América y estatus especifico de O. glumaepatula.

Cuatro especies del genero Ornvza han sido registradas para el Neotropico
Americano: O. glumaepatula, O. grandiglumis, O. altay . latifolia. La primera es una
especie diploide de genoma tipe AA que pertenece al grupo de O. sativa, de manera que
es la especie Americana nativa mas relacionada al arroz cultivado. Las otras tres son

especies de genoma alotetraploide CCDD pertenecientes al complejo de especies de .



officinalis y corresponden al segundo grupo de cruzamiento del arroz cultivado.

0. glumaepatula esta distribuida desde México hasta Brasil (Vaughan, 1994). Es
muy similar en su morfologia a O. rufipogon, razon por la cual ha sido clasificada
historicamente como la raza Latinoamericana de O. rufipogon. principalmente por

Vaughan (1994, 1999) quien las considera una misma especie.

Sin embargo, los cruces interespecificos entre (). glumaepaiula v (). rufipogon,
realizados por varios investigadores (Chu er al.. 1969. Hinata v Oka. 1962: Akimoto,
com. pers.) demostraron que las plantas de F1 tienen una alta estenlidad del polen. lo que
sugiere un grado de diferenciacion a nivel de especie por aislamiento postcigotico. Ellos
concluyeron que éstas especies estan aisladas reproductivamente v por io tanto son lineas
evolutivas independientes, es decir, diferentes especies Juliano er al. (1998) tambien
concluyeron que O. glumaepatula del Amazonas es signiticativamente diferente de la O.
rufipogon de Asia, segiin sus analisis de componentes principales (PCA) Sano v Sano
(1990) mostraron que la especie diploide AA amencana se diferencia a mivel molecular
del resto de las especies de este tipo de genoma del mundo Dentro del grupo de O.
sativa, O. glumaepatula tiene una proximidad genetica mavor con las especies Africanas
O. barthii y O. longistaminata (Doi et al.. 1995: Akimoto. 1998, Ge er al.. 1999) que con
la especie asiatica O. rufipogon, segun datos de RFLP v la secuencia de los genes Adh
nucleares y de cloroplasto. [.a cercama filogenetica entre especies de Africa v America

es comun y se debe a que estas masas continentales estaban unidas hace 200 millones de

anos.

Parte de la confusion taxonomica parece haber surgido por la semejanza
morfologica de estas dos especies. distinguibles solamente con analisis  multivariado
(Juliano ef al. 1998), ademas de que Second (1983). sugirid que las plantas americanas
diploides podrian ser una introduccion reciente debido a la similitud que encontré en sus

estudios de isoenzimas.

Sin embargo, en estudios recientes de cruzamiento, algunos diploides americanos

formaron hibridos fértiles F1 con (. rufipogon, mientras la mayoria de las plantas
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americanas formaron progenie F1 estéril (Naredo er al., 1998). Por lo tanto, es posible
que plantas de O. rufipogon introducidas accidentalmente en Ameérica junto con el arroz
comercial pueden haber oscurecido la diferenciacion taxonomica de estas especies

(Naredo er al., 1998).
Origen de las especies alotetraploides (CCDD) y el enigma del genoma DD

O. alta. O. latifolia. v O. grandiglumis son especies alotetraploides (CCDD.
2n=48) y forman un grupo unico v endemico del neotropico.  Estas especies estan
altamente relacionadas filogenéticamente. segun se ha demostrado mediante el analisis de
RFLPs (Jena y Kochert, 1991). De acuerdo a Vaughan (1994), O. latifolia ditiere de O.
alta solamente en la longitud de la semilla v el ancho de la hoja bandera. siendo ambos
valores mayores en la ltima. Sin embargo. Aggarval er al. (1996), utilizando RFLPs e
hibridacion de ADN, mostrd que O. alta v O. grandiglumis son especies distintas

monofiléticas v que (). latifolia es la especie mas divergente del grupo.

El tipo de genoma DD solo se ha encontrado en estas especies endeémicas de
América y no en forma diploide (Morishima, 1994) Provan er al. (1997) mostraron que
el ADN nuclear de las especies CCDD esta cercanamente relacionado al de las especies
con genoma tipo AA v sugirieron de la misma manera que lo hizo Wang er al. (1992)
anteriormente, que €stas especies pueden haber surgido de un evento unico de
poliploidizacion, pero no explican si por autopoliploidizacion o por hibridizacion. El que

son alopoliploides sugiere que se originaron de un evento de hibridacion.

Sin embargo, Ge et al. (1997), sugirieron que el genoma DD esta relacionado al
genoma EE de O. australiensis y que por lo tanto las especies CCDD, deben ser el
producto de un solo evento de hibridizacion entre una especie de genoma CC, que actuo
como madre segun los datos de ADN de cloroplasto. v una especie relacionada al
ancestro de la actual O. australiensis, que tiene genoma EE. Este evento de
polipioidizacion por hibridizacion debe haber ocurrido en América. posteriormente a la

separacion de Africa. no hace mas de 200 millones de afios.
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Oryza latifolia se encuentra desde Meéxico hasta Brasil y las islas del Caribe.
Tiene una gran vanabilidad morfologica que se correlaciona con las diferentes zonas en
que se encuentra, con plantas de 1- 2 m de alto. v semilla de 5 a 7 mm de longitud. Es
comun en las savanas de ambientes secos. zacatales inundados, bosques secundarios,
areas cultivadas, bordes de rios, riachuelos v lagunas temporales, del nivel del mar hasta
los 700 m.s.n.m. (Pohl, 1980).  Sus hojas miden menos de 530 mm de ancho y su semilla

mide menos de 7 mm (Vaughan. 1994)

Oryza grandiglumis ha sido registrada solamente para Sur America.
principalmente en el Amazonas. donde se encuentra en simpatria con (. glumaepatila.
Es una planta robusta, que se distingue tacilmente debido a las grandes lemas estériles,
que pueden ser tan largas como la lema fertil (Vaughan. 1994).  Estas lemas esteriles
varian en longitud en diferentes poblaciones de una misma region del Rio Amazonas
(Morishima, 1994).  Es una planta que crece en las onlias de rios de agua clara (pH 6-7)
ricas en nutrientes (Akimoto, 1998) principalmente en zonas bajas menores a 230 msnm.
En Suramérica florece de marzo a julio v en noviembre (Vaughan, 1994). Se le ha
encontrado en la Guyana Francesa, Ecuador. Brasil v Argenuina (Vaughan, 1994), vy

también en la vertiente del Rio Orinoco, Venezuela (Vaughan v Tomooka. 1999).

Oryza alta se encuentra principalmente en Sur America. aunque una poblacion
tfue registrada en Belice. Es muy similar a . Jantoiia de 1a que se diferencia por ser una
planta robusta que crece a la orilla de ros v tiene hoias de 30 mm de ancho v semilla de

mas de 7 mm (Vaughan, 1994).

El estudio de la estructura genética de las especies silvestres de arroz y su
importancia en la seleccion de material para cruces interespecificos y en Ia

coiservacion

La cuantificacion de la diversidad genética de las variedades (Newbury er al.
1997) y especies silvestres de arroz (Barbier, 1989ab). Oka v Morishima, 1992; Akimoto
et al., 1998), asi como la distribucion espacial de esta variabilidad. han sido del interés de

genetistas y mejoradores de arroz en los ultimos decenios.
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La historia de vida de las plantas esta estrechamente ligada a la seleccion, deriva
genética y migracion (Hamrick er al., 1993) Estas fuerzas evolutivas unidas a la
mutacion determinan la estructura genética de una especie, la cual se relaciona a su

viabilidad y capacidad de adaptacion a cambios ambientales.

El estudio de la cantidad v distnibucion de la variabilidad genética de estas
especies es importante para disefiar planes de conservacion apropiados.  Este interés se
debe a la necesidad de conservar las poblaciones tante n situ como ex situ de una manera
objetiva. Los bancos de germoplasma estan saturados de muestras. algunas de las cuales
estan repetidas o son muy similares. El Instituto Internacional de Investigaciones en
Arroz (IRRI, Filipinas) tiene 120.000 accesiones gue cebe multiplicar e incrementar, por
lo que un volumen de accesiones tan grande se ueive inmanejable. Por esta razon, han
determinado conservar las accesiones que tengan menos de un 60% de similitud

(Jackson, 1995).

Por otra parte, el conocer la variabilidad genética de las especies es también
importante para usar los recursos genéticos apropiadamente.  Aunque los marcadores que
se utilizan para evaluar la diferenciacion de las poblaciones son neutros o cercanamente
neutros, se supone que poblaciones divergentes podnan aportar alelos diferentes en los
planes de mejoramiento de cultivares. Esto es aluo que se ha observado con O. rufipogon
donde los alelos que aumentan el rendimiento en los cruces realizados con una variedad

elite se localizan en diferentes cromosomas (C. Martinez, CIAT. Colombia,

comunicacion personal).
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Cuadro 1. Comparacién de la produccion para el 2000 de diversos cultivos en paises desarrollados

y en desarrollo.

Cereales Paises Desarrollados Paises en Desarrollo Total {TM)
(TM) (TM)
Arroz 25,389,163 571,765,501 597,154,664
Maiz 335,068,150 254,287,206 589,355,356
Trigo 313,386.061 266,628,534 580,014,595
Sorgo 14,602.074 44,162,469 58,764,543
Avena 23,474 730 2,519,773 25,994,503
Cebada (Rye) 18.645.398 1,326,050 19,971,448
Otros cultivos
Papa 178.651.886 129,564,702 308,216,588
Yuca C 171,517,343 171,517,343

Fuente: Pagina electronica de la Organizacion del Alimento y la Agricultura (FAO).

http://apps.fao.org/page/collections?subset=agriculture

Cuadro 2. Principales paises productores de arroz en el mundo y rendimiento por hectarea

Pais Produccion Mill TM (1999) Area (MillHa.) Rendimiento Consumo
T/ha (1998) (kg/cap/afio)

China 200,499 31.720 6,3 9186

india 131,200 44 800 29 80,4
Indonesia 49,534 11.624 4.3 1493
Vietnam 31,394 7648 4.1 1651
Bangladesh 29 857 10470 29 1497
Tailandia 23,272 10.000 2,3 109.0

Fuente: IRRI World Rice Statistics

Cuadro 3. Principales paises exportadores de arroz del mundo

Pais Exportaciones (Mill. TM) Rendimiento (T/ha)
Tailandia 2.3
india 2.9
Vietnam 41
China 6.3
Estados Unidos 6.6

Fuente: IRRI World Rice Statistics (http://www.riceweb.org/)
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Objetivo general

Estudiar la diversidad de especies de Orvza en Costa Rica y su variabilidad morfologica y
genética en relacion a su biogeografia v ecologia

Objetivos especificos

Determinar cuales especies del género Urza se encuentran en Costa Rica.

Estudiar la biogeografia y ecologia de las especies de (Jnza de Costa Rica.

Estudiar la diversidad morfologica de la especie mas abundante y ampliamente

distribuida: O. /latifolia.

Conocer la diversidad fenotipica y la estructura genetica de O. glumaepatula, por ser la

especie americana mas relacionada a O. sariva



18

Capitulo 2

Diversidad de las especies nativas del género (Jriza L. de Costa Rica
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Abstract

Many wild populations of the genus OUriza were found throughout the lowlands of
Costa Rica. The plants found showed extensive morphological variation, suggesting the
presence of several species. Morphological and genetic analyses served to classify the
populations in three species: O. grandiglumis. (). iatifolia and O. glumaepatula. The
first, O. grandiglumis is a new record for Costz Rican flora. Its main population 1s
located in Cano Negro Wildlife Refuge. and two smaller populations occur in Lagartera,
Rio Frio and Medio Queso River. Los Chiles. Alajuela. 0. latifolia was previously
known to occur in Costa Rica and it is distmbuted throughout the lowlands in all the
country. O. glumaepatula was registered for Costa Rica only for a small population in
Murci¢lago, Guanacaste, but its specific status was stull uncertain. A population of O.
glumaepatula of hundreds of thousands of plants was discovered in the Medio Queso
River wetland, Los Chiles, Alajuela. This population is the most important source of
genes for cultivar’s improvement from the primarv gene pool of rice in Costa Rica. In the
morphologic study, 33 traits were scored for 212 plants of all the species and populations
and subsets of these traits were used for different statistical tests. Principal component
and discriminant analyses revealed the signitficant morphological separation of the

different species, in agreement with their phylogenetic relationships. The small ligule
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and the wide flag leaf characteristic of the two CCDD species separated them from the
AA diploid O. glumaepatula.  Seed size, ligule size, number of branches in the panicle,
plant height and sterile lemma length are all bigger in O. grandiglumis, and influenced
the second factor that separated the CCDD species (O. grandiglumis and O. latifolia) in
two discrete clusters. Also, Costa Rican plants of O. grandiglumis have white stigma,
long bright yellow anthers and no purple color in nodes or elsewhere.  Different
correlations between characteristics are observed in the three species, which suggests that
their development and growth mav be fitted for different ecological needs by particular

gene expression patterns.

KEYWORDS: wild rice, genetic resources. biodiversity, morphology, Costa Rica, O.
latifolia, O. grandiglumis, O. glumaeparula.

Introduccién

Costa Rica tiene muchos humedales que proveen el habitat apropiado para las
especies del género Oryza, tales como pantanos herbaceos. bosques anegados. orillas de

rios, quebradas y lagunas.

O. latifolia se habia registrado previamente en Costa Rica por Pohl (1980) v
Vaughan (1994) reporté ademas la presencia de (). rufipogon raza Latinoamericana. Sin
embargo, Akimoto (com. pers.) identifico como U. rufipogon algunas muestras de plantas
de genoma AA de Costa Rica colectadas en arrozales. debido a que presentaban una gran
similitud isoenzimatica con las muestras de esta especie Asiatica. Akimoto (com. pers.)
también sugirid que las plantas del humedal de Medio Queso. zona norte de Costa Rica,
podrian ser (. glumaepatula. Consecuentemente. habia un malentendido en cuanto a si
0. glumaepatula era una especie valida. st O. glumaepatula efectivamente se encontraba
en Costa Rica, o si las plantas de genoma AA de Costa Rica eran producto de una
introduccion accidental de O. rufipogon Asiatica. Claramente habia una necesidad de
dilucidar el estatus de la poblacion de genoma diploide costarricense, ademas de conocer

s1 habia otras especies de Oryza en Costa Rica. Esta informacion es esencial para obtener



informacion relevante acerca de estas especies en estudios futuros (Warwick, 1997).

Se muestrearon varios humedales v algunos fueron monitoreados a través del afo
para establecer cuales especies de arroz silvestre se encuentran en Costa Rica, determinar
su ubicacion geografica y potencial en mejoramiento genético del arroz. Este articulo
describe la morfologia de las diferentes especies de Oryza encontradas en el presente
inventario de recursos genéticos para el arroz en Costa Rica y describe la diversidad de
especies, su identidad taxonomica v su variabiiidad morfologica como un primer paso
para evaluar su variabilidad genetica. Adicionalmente. se realizaron pruebas genéticas

con microsatélites (Chen er al.. 1997.). para confirmar la identificaciéon de cada especie.

Material y Metodos

Colecta de la muestra. Se realizaron giras de campo a humedales en las diferentes
regiones biogeograticas de Costa Rica en 1997. 1898 v 1999. En estos sitios se recorrid
transectos que incluveron areas alteradas. agroecosistemas y areas protegidas. Muchos
sitios se recorrieron varias veces a traves del afo pero especialmente durante la época
lluviosa, con el fin de tener una mayor certeza de las especies presentes. En algunos sitios
que se visitaron no se encontro ninguna especie. Esto ocurrid particularmente en algunas
lagunas en la Peninsula de Osa (e.g. Chocuaco). v en la Peninsula de Nicoya (Cabo
Blanco). Se colectaron muestras de herbario durante la estacion lluviosa para reducir el
efecto del ambiente en la morfologia de las piantas Se colectaron muestras de plantas de
localidades separadas al menos un kilometro para tratar de obtener una mejor
representatividad de la diversidad total de la especie. La mayor parte de las poblaciones
identificadas consistieron en agrupaciones de mas de 10 individuos. Se identifico a cada
poblacion de arroz silvestre con un numero de herbario y las coordenadas de la poblacion
se obtuvieron con un Sistema de Posicionamiento Global (GPS). Se colectaron muestras
de herbario, semillas de plantas individuales v plantas vivas para invernadero. Se estimo
el tamafio de la poblacion como multiplos de diez.  Se anotaron las caracteristicas del
habitat y microhabitat en que crecian las plantas. Se registrd la vegetacidn asociada, asi

como también los insectos y hongos. Los especimenes fueron depositados en los
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herbarios de la Universidad de Costa Rica (USJ), Museo Nacional de Costa Rica
(MNCR) y el Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio). Las semillas se germinaron in
vitro en medio de cultivo MS basico (Murashige v Skoog, 1962) y las plantas se
plantaron posteriormente en el invernadero para incremento de semilla y caracterizacion

morfologica.

Morfologia de las especies de Oryza

Se evaluaron doscientas doce plantas traidas del campo. pertenecientes a todas las
especies para 33 caracteristicas morfologicas.  \'eintiseis de estas eran caractéres
cuantitativos y fueron usados para calcular estadisticas descriptivas. correlaciones vy
pruebas de estadistica multivariada. Las otras siete eran caractensticas cualitativas v se
usaron para calcular frecuencias de categonas discretas. Estas caracteristicas
corresponden a descriptores morfologicos comunmente usados para las varniedades v
especies de Oryza, asi como también a algunas caractensticas para las que se observo que

existia variacion entre las plantas encontradas en Costa Rica.

Las caracteristicas estudiadas fueron:

Estructuras vegetativas

ALT: altura total de la planta incluvendo la pamicula. LBAN: Jongitud de la hoja
bandera, ABAN: ancho de la hoja bandera: LBANZ A distancia de la hoja bandera a la
segunda hoja; L2A: longitud de la segunda hoja. AZA: ancho de la segunda hoja; DIA:
diametro del culmo en la base de la segunda hoja: INTR: numero de ramificaciones
intravaginales del tallo, POSIT: numero de la hoja en que ocurre la ramificacion
intravaginal, L1-2: distancia del primer al sequndo nudo; L2-3: distancia del segundo al
tercer nudo, L3-4: distancia del tercer al cuarto nudo: LLIG: longitud de la ligula, AUR:

ancho de las auriculas

Estructuras florales
PAN: tamafio de la panicula de la hoja bandera a la punta de la panicula; DBB: distancia

de la hoja bandera a la base de la panicula; DBP: distancia de la base de la panicula a la
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punta de la panicula, RAM: longitud de la ramificacion mas larga de la panicula;
LSINSEM:  longitud de la parte sin semillas del raquis; NORAM: numero de
ramificaciones en la panicula, LSEM: longitud de la semillaz. ASEM: ancho de la
semilla; LLEMA: longitud de la lema estéril (lado de la lema fértil). LARI: longitud de

la arista; LANT: longitud de la antera (seco). LSTI: longitud del estigma (seco).

Caracteristicas cualitativas

CSTI: color del estigma. CARI: color de la arista. CESP  color de la espiguilla
(lemma y palea); CNUDO: color del segundo nudo de armba hacia abajo. CRAQ:
color del raquis de la panicula; CLIG: color de la hgula: CAURI  color de las

auriculas.

Las descripciones de las especies de Unza de Vaughan (1994). Morishima
(1994), Pohl (1980) y Akimoto (1998, 1999). simvieron para ia identificacion de las
especies encontradas en Costa Rica. Ademas. el Instituto Internacional de Investigacion
en Arroz (IRRI) facilito muestras de referencia para todas las especies Amencanas de

Oryza, asi como también de O. rufipogon de Asia. v . glaberrima de Afnca.

Analisis de componentes principales. Con el obietvo de estudiar la diferenciacion de
las poblaciones de Oryza encontradas v evaluar ia vahdez de su clasificacion como
diferentes especies se realizo un analisis de componerntes principales usando el programa
MINITAB (MINITAB, 1995) Se uulizo esta prueba multivaniada debido a que los
indices que calcula son una combinacion de todas las vanables estudiadas en unas pocas
nuevas que pretenden explicar la mavor parte de la variacion presente en las muestras.
Esta estrategia reduccionista permite obtener informacion de muchas caracteristicas
relacionadas y visualizarla de una forma simplificada. El analisis de componentes
principales no trata de calcular una funcion que maximice la separaracion de grupos
definidos a priori, por lo que los grupos que se forman son mas objetivos (Manly, 1986).
Los primeros dos componentes fueron usados para obtener un gratfico de la dispersion de

los individuos de las diferentes poblaciones.






poliacrilamida-urea y tefiidos con plata (Johansson y Skoog, 1987; Vari y Bell, 1996).
Los geles se secaron a temperatura ambiente, se fotografiaron , se determinaron los alelos

de cada individuo y se guardo una imagen digital de cada gel para registro.

Resultados

Especies de Oryza en Costa Rica

Tres de las cuatro especies reconocidas para America se encontraron en los
humedales de Costa Rica: O. glumaepania. O. grandighomis v O. laiifolia.  La especie
O. grandiglumis representa un nuevo registro para Costa Rica Ademas. durante esta
investigacion se establecio definitivamente la presencia (). glumaeparula de Costa Rica,

y se descubri® una nueva poblacion de esta especie en los Llanos del Rio Medio Queso
en Los Chiles.

Se encontro un total de 312 poblaciones de plantas pertenecientes al genero
Oryza, de las cuales 75% pertenecen a O. lanfolia. O. grandiglumis (10,6%). v O.
glumaepatula (3,1%). Las otras poblaciones son de hibridos naturales ( ver Capitulo 4,
Zamora, ef al., en preparacion) y muestras de “arroz roio” o arroces maleza tomadas de

arrozales (Arrieta ef al., en preparacion) (Fig 1)

Analisis de Componentes Principales de las poblaciones de Oryza

Este analisis confirmo la separacion de las muestras colectadas en tres grupos que
no se traslapan, correpondiendo a las tres especies identificadas. que se observan como
grupos discretos de individuos signiticativamente diferentes. Estas especies son O.
latifolia, O. grandiglumis y O. glumaepatula. de acuerdo a la descripcion de las especies
Americanas segun Vaughan (1994). Morishima (1994) y Akimoto (1998, 1999). Los
primeros dos factores calculados explican un 48% de la variancia total (34.4 % v 14.4%

respectivamente).

Las caracteristicas que influyeron mas en la diferenciacion de las especies CCDD






genes que determinan la morfologia. En O. glumaepatula la altura de la planta se
correlaciona significativamente con el tamafo de la panicula (r: 0.6, p<0.05) y con el
numero de ramificaciones de la panicula (BRA, r: 0.59, p<0.05). La altura total esta
también correlacionada con la distancia del 2do al 3er nudo (r: 0.44, p<0.05) y con el

diametro del segundo nudo (r: 054, p<0.05) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variacién en las correlaciones entre algunas caracteristicas observadas
en las especies de Oryza de Costa Rica.

Especies
Caracteristica Q. latifolia C. grandiglumis O. glumaepatula
ALT vs LSEM 0.27* -0.25 -0.2
ABAN vs LSEM 0.2* -0.54 0.77*
ALT vs ABAN 0.48* 0.22 0.14
PAN vs LARI 0.06 03 0.51*
RAM vs LARI 0.21* 0.39 042
ALT vs DIA 0.24* 0.34 0.34
LLEMA vs DBP -0.03 0.5 0.14
LSINSEM vs DBP 0.75* 0.73* 0.24

El valor de significancia es distinto para cada especie. * = p<0,05

En O. glumaepatula, la longitud de la arista no esta correlacionada a la longitud
de la semilla y no esta correlacionada tampoco a la altura de la planta, de la misma
manera que ocurre en (. grandiglumis y O. latifolia. La longitud de la semilla esta
correlacionada al ancho de la hoja bandera (r: 0,77) y al ancho de la segunda hoja (r:
0.77).

Algunas correlaciones ocurren en las tres especies por igual. tales como: altura
vs. panicula; numero de ramificaciones vs. ancho de la segunda hoja. El ancho de la hoja
bandera esta correlacionado con numero de ramiticaciones. tamano de la panicula v
ancho de la segunda hoja. Sin embargo. la longitud de la semilla esta correlacionada con
la altura total de la planta en O. latifolia. pero no es asi en O. grandiglumis m en O.
glumaepatula.  Por otro lado, la longitud de la semilla esta altamente correlacionada con
el ancho de la hoja bandera en . glumaeparula (r: 0.77), pero esta levemente
correlacionada en O. latifolia (r: 0,2, p<0,05). v esta inversamente correlacionada en O.

grandiglumis (r: -0,54, p<0,05).

Diferenciacion genética de las especies de Oryza de Costa Rica



El estudio con microsatélites revelo que O. glumaeparula amplifico para 14 de los
18 microsatélites usados y muestra alelos diferentes a los que tienen las especies de
genoma CCDD. Ademas, en todos los casos O. glumaepatula presento alelos diferentes a
O. rufipogon (W1927 Tailandia) (Fig. 4). Los alelos de O. rufipogon eran siempre mas
parecidos en su tamafo en pares de bases al testico IR64 que a O. glumaeparula. La
accesion W1169 (O. glumaeparula de Cubai presento alelos diterentes a los de O.
glumaepatula de Costa Rica en 12 de 14 ocasiones. pero las diferencias con respecto a la
especie costarricense (en pares de bases) eran generalmente mas pequefas que las de O.
rufipogon (Fig. 4a). En dos marcadores. RMZ2% v GAZd6. (. glumaepatula de Cuba y
Costa Rica presentaron los mismos alelos (Fig +4ci  Estos marcadores no presentaron
variacion dentro de la poblacion de Costa Rica tampoco por lo que parecen marcadores

conservados.

Las especies tetraploides amplificaron solamente para 8 de los 18 marcadores
utilizados. Estos fueron los marcadores RM48. RMZGE. RM224. RM234, RM240,
RM215, RM31, y GA309. Q. latifolia tiene alelos diterentes a las otras dos especies

costarricenses en los marcadores RM208, RM224 v RMZ34 (Figura 5).

Oryza latifolia Desv.

O. latifolia es la especie de arroz silvesire costarricense mas ampliamente
distribuida y también la mas variable a nivel morfoiogico. Diterencias grandes en el
tamarfio de la semilla (Fig. 6) y la pubescencia de ias hojas causaron una confusion inicial,
en la que pensamos que habian dos especies diterentes (0. alta v O. laiifolia).
Posteriormente, al ampliar la muestra se determino que hav un continuo en el tamafio de
las semillas y en las otras caracteristicas en estas poblaciones. Como se describe en el
capitulo 5, hay diferencias significativas en el tamafio de varias caracteristicas que
responden a diferentes ambientes, pero existe un continuo a nivel de todas las

caracteristicas formando un unico grupo.

Estas plantas tienen un promedio de 178 cm de altura en floracion, pero se pueden
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encontrar plantas de 50 a 400 ¢cm de alto, incluyendo la panicula, en diferentes zonas de
vida. De la misma manera el tamano de la panicula. de las ramificaciones en la panicula
y de la semilla tienen un coeficiente de variacion mayor en esta especie que en las otras

dos.

Ory:za grandiglumis (Doell) Prod.

Este es el primer registro de 0. grandigiumis en Costa Rica. Esta es una planta
muy robusta, con culmos hasta 7.60 m de large promedio= 309=84cmSD). parte del
cual esta dentro del agua. o vaciendo en los bances lodosos en el verano Producen
paniculas prominentes de hasta 90 c¢cm (Fig 7A). cor muchas ramificaciones en un tallo
central hueco y ancho. Este tipo de tallo central de ia pamicula es un rasgo particular de
¢ésta especie y permite tener un gran numero de ramiticaciones. las cuales a diferencia de
O. latifolia, son muy delgadas y apenas soportan el peso de las semillas. Las semillas de
0. grandiglumis son las mas grandes de todas las especies encontradas en Costa Rica,
con un promedio de 8,9 £0 3mm SD. Esta situacion es diferente de la que se encuentra
en Sur Ameérica, en donde O. glumaepatiula tiene las semillas mas grandes (Morishima,

1994).

El tamafio de las lemmas estériles normalmente se extiende hasta la mitad de la
semilla y alcanza en raras ocasiones el tamafio de ia lema fertil.  Esta variacion también
se ha reportado para poblaciones de Suramerica v ocurre incluso dentro de una misma

planta. donde lemas esteriles de diferentes tamafnios pueden encontrarse (Fig. 7b).

Las anteras de O. grandiglumis son las mas grandes de las especies costarricenses,
alcanzando hasta 6mm cuando frescas v 4 3mm secas. El color amarillo brillante de las
anteras es visible a través de la lema y la palea. Algo unico acerca de O. grandiglumis es

que los estigmas son blancas. Todas las otras especies tienen estigmas de color rojo vino.

La ligula es robusta (5 mm) v pubescente en la parte de atras. es decir. la cara que

da hacia la vaina de la hoja (Fig. 7¢). Las auriculas son grandes y gruesas (2 mm).
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Por otro lado, pareciera que las plantas introducidas de (. rufipogon que se
encuentran en arrozales (Arrieta, en preparacion) formando parte del complejo de arroz
rojo, podrian haber afectado las conclusiones con respecto al estatus taxonomico de O.
glumaepatula en algunos estudios morfologicos (Juliano et al, 1999) y moleculares
(Second, 1985). Sin embargo, la prueba fundamental de especiacion es la esterilidad de
los hibridos entre (). glumaeparula v (). rufipogon. determinada por varios autores en

investigaciones independientes.

El que los microsatelites desarrollados para (). sarnva amplifiquen tragmentos de
longitud variable en O. rufipogon. ha sido probado antes (Xiao ¢7 a/.. 1998) v es normal
debido a su cercania filogenética. O. glumaepatuia no habia sido estudiado antes usando
estos microsatélites y sin embargo amplifico confiablemente. generando tragmentos de
longitud vanable dentro de la poblacion costarricense. ast como tambien con repecto a
otras poblaciones conespecificas. Algunos microsateiites tambien muestran grandes
diferencias con respecto al peso molecular en diferentes especies. De manera que se
puede interpretar que las regiones flanqueantes estan conservadas para los marcadores

usados y pueden utilizarse en estudios geneticos. poblacionales v evolutivos.

En este estudio se demostro que en Costa Rica existen poblaciones de O.
grandigiumis, que son significativamente diferentes de (. lanfolia tanto a mivel
morfologico como genético. Se determino ademas que esta especie es (). grandiglumis 'y
no O. aita debido al gran tamafio de la lemma esteril. que aunque no es del tamafio de la
lema fértil como en la planta tipo, es del 50% del tamafio de la lema fertil y en algunos
casos se pueden encontrar espiguillas con lemas esteriles tan grandes como la fertil. Este
desarrollo de la lema estéril nunca ocurre en O. alia. Por otro lado, Sanchez (en

preparacion) determind usando microscopia electronica de barrido, que la espiguilla de

O. grandiglumis de Costa Rica se parece a O. grandiglumis de Brasil, y es diferente a ias

muestras testigo de O. alta.

Aggarwal er al. (1996) estudio las relaciones filogeneticas entre las especies



CCDD utilizando hibridacion ADN-ADN y RFLPs y determinaron que O. grandiglumis
y O. alta forman un grupo monofilético, mientras que O. /atifolia parece haberse separado
mas temprano en el tiempo evolutivo. Asi que aunque ellos consideran al primer par de
especies como validas, también sugieren que algin grado de hibridizacion puede ocurrir
entre ellas y que podrian confundirse en base a su morfologia. Jena y Khush (1988)
indicaron que en un 59% de los cruces artificiales entre O. grandiglumis y O. alta se
producen plantas hibridas. pero que la semilla de éstas es completamente estéril. Por lo
tanto es posible encontrar plantas de morfologia intermedia entre éstas dos especies, pero
serian estériles. Este sin embargo. no es el caso de las plantas de O. grandiglumis de
Costa Rica, que producen polen y semilla viable. Sin embargo, si se encuentran en Costa

Rica dos tipos de plantas hibridas estériles que se describen en el capitulo 2 de ésta tesis.

El que las plantas de O. grandiglumis de Costa Rica, asi como algunas
poblaciones suramericanas tengan lemas esteriles mas pequefias, tiene como
consequencia que las semillas de O. grandiglumis de Costa Rica pierden la propiedad de
flotar, como si ocurre en las O. grandiglumis tipo v de la mayor parte de las poblaciones
sudamenricanas. La pérdida de capacidad de flotacion puede estar implicando un cambio
en los mecanismos de dispersion de las poblaciones de O. grandiglumis de lema esténl

pequefia.

El origen filogenetico y biogeografico de las especies americanas del grupo de O.
officinalis, cuyo genoma CCDD es endémico de America. es bastante diferente al de (.
glumaepatula. De acuerdo a Ge er al. (1999). el ancestro de éstas plantas puede haberse
originado a partir de un solo evento de hibridizacion entre una especie de genoma CC v
una especie desconocida relacionada al ancestro de la especie actual de genoma EE. O.
australiensis. Es poco claro cual especie CC puede haber dado origen a éste grupo, pero
por las caracteristicas de sus genomas organelares. se sabe que actud como la planta
madre. También es incierto, cuando v donde ocurrio éste evento, pero el hecho de que
estas especies americanas tengan a sus parientes mas cercanos en Australia no es unico
Otros organismos como los mﬂarsupiales americanos (Mammalia: Didelphidae) presentar

el mismo patron  (Woodburne y Zinsmeister, 1982), lo que se debe a que América
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Fig. 5. Gel de poliacrilamida y tincion con plata de los productos de
amplificacién del microsatélite RM224, El peso molecular de los
alelos de O. latifolia de Costa Rica (1,2,3) es muy difersnte a los de
Q. grandighimis (6,7)y O. glumaepatula (5)



Fig. 6. Semillas de las especies de Oryza de Costa Rica.
1-4 O. latifolia; 5,6 O. grandiglumis; 7,8 O. glumaepatula;
9,10 O. rufipogon.



Fig. 7. (A) Panicula, (B) Diferentes tamafios de lema estéril, (C) Ligula y auriculas de O. grandiglumis.



Fig. 8. (A) Ligula y auriculas de O. glumaepatula. (B) Panicula de 0. glumaepatuia mostrando ¢l color rojo de 1a ansta.
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width. it is highly sterile. Microsatellite markers lor this hvbrid showed that it shares some
alleles with the putative parental species and that it shows variability suggesting either de
novo mutations or backcrossing. The occurrence of two different hybrid populations
opens the possibitity to study the effect of inter specific crosses on genotype environment
interactions including resistance to pathogens and to use genes of two species at the same
time in crosses with elite varieties. [11s also important in understanding the role of mating

systems and hybridization in the evolution of (rvza.

Intreduccion

La hibridizacion natural en plantas fue por algun tiempo considerada como uno de
los procesos importantes de formacion de especies v naturalisias coma Linneo v Mendel
creian firmemente que la hibridacion llevaba al desarroile de una nueva especie (Rieseberg.
[997), Sin embargo, se produjo gran escepiicismo cuando se descubno la estenlidad
hibrida vy los botanicos se dicron cuenta de lo comun gue era este fenomeno  Mas aun. la
formacion de nuevas especies con reproduccion sexual requiere el aislamiento de las
especics progemtoras, ya que de otra manera un hibrido féri] se retrocruzaria con sus

padres formando una mezcla de formas entre estos.

Esta mezcla de formas entre las lineas parentales es lo que se conoce como
enjambre hibrido v carece de la cohesion que caracteriza los grupos taxonomicos con
estatus de linea evolutiva independiente (sensu Templeton 1985). En Asia (Mortshima e/
al.. 1992) v Estados Unidos de America { Langevin o7 /.. [990). s¢ ha reporiado ¢f caso
del enjambre hibrido entre (4. suniva v () rufipogon, donde éstas especies son interfértiles

v los cruces ocurren comunmente. sin que se produzca una especie nueva.

Esta vision cambio nuevamente cuando la alopoliploidia v recombinacion fucron
propuestos conio thecanismos que pueden corregir los problemas de aparcamienio
cromosomico anormal en la meosis (Rieseberg  1997). restaurando la lertilidad v

permitiendo asi Ja especiacion instantanea {segin Avise, 1994),
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De acuerdo a los estudios de hibridizacion en cinco [loras en el mundo. un
promedio de 11% de las especies de plantas pueden ser de origen hibrido, sugiriendo que
un estimado de 27500 especies hibridas podrian existir en el mundo si la frecuencia de éste

fenomeno es regular en diferentes partes del mundo (Rieseberg. 1997).

Mas aun. los estudios filogenéticos realizados con ADNcp sugieren que la
evolucion reticulada es comun en varios grupos de plantas (Avise. 1994). Lews (1980
citado en Avise. 1994, p 258) indica que un 70-80% de las angiospermas puede ser de
origen poliploide y las isoenzimas han sido marcadores utiles para determinar las lineas
parentales ancestrales. Por ejemplo. en la “barba de chive” (fragopogon spp.), los
poliploides que se produjeron de combinaciones de juegos cromosomicos diferentes,
expresan aditivamente todos los loci examinados. mostrando los alelos heredados de las

respectivas lineas progenitoras (Lewis. 1980)

Sin embargo, hay una distribucion desigual de las especies de origen hibrido en las
familias de plantas, donde un maximo de 34% de rodas las [amilias v 16% de los géneros
prescntan especies hibridas. De la misma manera. la frecuencia de hibridizacion esta
asociada a la historia de vida y particularmente al tipo de sistema de aparcamiento con
tendencia al exocruzamiento. perennialidad de la planta v modos de reproduccion asexual
gue permiten la perpetuacion de Ja plamia hasia que se produce una planta fértil

iRiescherg. 1997).

Muchas cspecies de arroz presentan caracteristicas que permiten la hibridizacion
natural como polinizacion ediica (inespecifica) v faita de impedimentos a la fecundacion
por polen de otra especie. Algunos de estos eventos de hibridacion entre arroz cultivado y
especies silvestres han sido reportados para Asia, Africa v America (Oka and Chang,
1961, Chu and Oka, 1970, Langevin et al.. 1990). Muchos de estos fenomenos de
nibridizacion  enire  especies  cultivadas  «  silvestres  producen  hibridos  fértiles.

especialmente cuando pertenecen al grupo AA {Monshima e7 af., 1992), y esta propiedad
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determina la existencia de poblaciones con diferentes grados de hibridizacion v

retrocruzamicnto {“enjambres hibridos™)

Los enjambres hibridos entre (2. rufipogon. O. nivara v el cultigeno (). sativa
pueden encontrarse en India. Tailandia v Taiwan Estas poblaciones manticnen un alto
nivel de variacion genetica, que puede cubrir todo el ambito de variacion desde la especie
silvestre hasta la cultivada (Oka v Chang. 1961) Estos enjambres pueden proveer nuevas
variantes al arroz cultivado. o pueden producir formas que pueden caexistit con las
plantas cullivadas como malezas  En i0s cultivares amencanos. los hibridos naturales son
plantas generalmente robustas. demosirendo  heterosis v expresando  caracteristicas
morfologicas de ambos padres (Langevin ¢7 @f., 1990) La proporcion de hibridizacion
entre arroz cultivado v maleza en Estados Unidos se relaciona al tiempo de floracion  Las
variedades de ciclo largo tienen una coincidencia mavor con los arroces maleza. lo que

aumenta la inctdencia de hibridizacion v retrocruces {Langevin ¢f af.. 1990),

Por otro lado, una caracteristica importante del germaplasma de (za es la
esterilidad hibrida que se produce alaunas veces incluso dentro de la misma especie como
es el caso de la barrera genética entre las subespecies de () sarhvar joaponica e indice
Esta esterilidad se da como resultado de un apareamiento cromosomico anonmal o por una
interaccion desorganizada entre los genes de lzs lineas parentales (Chu er af, 1969;

Rieseberg. 2000)

La hibridizacion entre especies de (Jnza de diferentes complejos de especies v
tipos de genoma también es posible v se ha hecho en el laboratorio cn varias acasioncs
{Brar er af. 1991). Es posible obtener una progenie ¢n cruces entre (2, officiteilis (CC) v
(). saerva (AA) usando a la ultima como madre. aunque & porcentaje de exito os de 4% o
menos (Jena and Khush. 19881  Las plantas FI se obiienen ¢n algunos casos solo
mediante rescate de embriones § muesiran caracteristicas intermedias entre las especies

onginales  Fstas plantas sor a menudo altamente estérides de polen o dvules  Su as:
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mediante retrocruces con plantas de (). sariva se ha logrado introducir genes de (0.

officinalis de interés agronomico. como resistencia a insectos {Jena v Khush. 1990).

Posiblemente debido a que naturalmente se produce un alto porcentaje de aborto
de embriones, no se ha reportado hasta ahora ningun caso de hibridacion natural entre
cspecies de Orza de diferentes grupos cromosomicos.  Aun mas. Akimoto (1998)
mencionod que no es posible que (). glimnaepainla forme hibridos con (). grandiglmis
debido a las diferentes pioidias. aun cuando son simpatricos en una yran area en el

Amazonas.

En un inventario de espectes del genero Unza realizado en ecosistemas naturales
en Costa Rica (Capitulo 2) se encontraron tres especies nativas v endemicas de America. a
saber la cspecie diploide de genoma tipo AA O. glumaepatila (2n=24) v las especies
alotetraploides de genoma CCDD. (). grandigiumis (2n=48) v . latifolia (20=48).
Ademas. se detectaron dos poblaciones de planias aliamente estériles v con caracteristicas
diferentes, pero también intermedias entre las especies reconocidas por la literatura v

descritas anteriormente.

El estudio de la hibridacion se ha llevado a cabo principalmente mediante el
Este articulo describe moriologica vy genéticamente estos dos tipos de plantas y da
evidencia de su origen hibrido, el cual en uno de los casos parece haber ocurrido entre
especies de dilerente ploidia v tipo de genoma  Se discute tambicn la implicacion de éstos
eventos en la evolucion del genera (Jriza v las posibilidades que estas plantas brindan para
estudiar la interaccion de dos genomas diferentes v su utilidad como recursos genéticos

para ¢l arroz.

Material v Melodas

Mortologia
















































Fig. 1. (A) Plantas del hibrido O. spI en la margen del Rio Medio Queso. (B) Ligulas de O.
glumaepatula, O. spl y O. grandiglumis que muestran el tamafio intermedio de la ligulade O. sp!/
con respecto a las supuestas lineas parentales.
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Fig. 2. Promedioy desviacion estandar de algunas caractensticas diagnosticas que muestran
el caracter intermedio entre los valores de las lineas parentales de los hibridos O. sp / (O.
glumaepatula x O. grandigiumis) y O. sp 2 (0. grandighamis x O. latifolia).
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Fig. 3. Analisis de factores mediante componentes principales de las plantas de Oryza de Costa Rica incluyendo
las plantas hibridas.
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Fig. 4. Distribucién de los individuos delas dos formas hibridas encontradas (. sp 1 y O. sp 2) con respecto a las especies
reconocidas, segin las funciones calculadas Gnicamente con los datos de las especies reconocidas.
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desemboca cn el Rio San Juan y que una gran parte del humedal se encuentra en Nicaragua,
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Fig. 6. Gel de almidon y tincion de esterasa flunrogenica y su conespondiente zimograima donce se muestia
como los hibiidos presentan un pation heteroeigotn formado can los alelos de las supuestas lineas parentales.
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Fig. 7. Gel de poliacrilamida y tincidén con plata de los productos de amplificacion del microsatélite
RM224. El peso molecular de los alelos de O. grandiglumis (6,7,9,13,15) es diferente a los de O.
latifolia (1,2,3) e indica que O. sp! (8,10,12,14) es descendiente de Q. grandiglumis y O.
glumaepatula (carril 5). O. sp2 (11) tiene un alelo de O. latifolia (3) y los de O. grandiglumis.
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Csta diversidad se debe en parte también a procesos endogenos de especiacion. en
los que la variada geomorfologia. la zona de convergencia intertropical v las 22
glaciaciones que han ocurrido en los ultimos 2 millones de afios, han jugado un papel

lundamental en la separacion v diferenciacion de las poblaciones dentro de Costa Rica.

La intcraccion de estas variables geologicas v climaticas permite la existencia de
12 zonas de vida (Holdndge. 1972). las cuales albergan a los millones de especies que
conforman la biodiversidad de Costa Rica Esias zonas de vida no son fijas cn el tiempa.
¥ varian en area v posicion de acuerdo a los cambios climaticos globales. Asi. especies
propias de Norte o Suramérica han tenido la posibilidad de dispersarse hasta lo que hov
es Costa Rica cuando las condiciones climaricas permitieron que su habitat se ampliara.
D> manera que el clima y la historia geologica han dado las condiciones para que un gran
numero de formas de vida puedan coexistir v aumemar en diversidad en un area

relativamenie pequena,

Este trabajo describe las caracteristicas de los sitigs donde se encuentran las
especies silvestres del género Oriza dentro del termionio de Costa Rica.  Ademas se
presentan algunas observaciones sobre la disiribucion geografica, fenclomia v ecologia de

las especies silvestre de Oryzar de Costa Rica.
Material v Métodos

Colecra de las muestras. La colecta de muestras se describe en ¢l capitulo 2 de esta
tesis. Cada poblacion cncontrada, con una separacion al menos de I km de Ja mas
cercana, recibio un nimero de herbario y sus coordenadas geogralicas fueron regisiradas
con un sistema de posicionantiento global. Estos datos se utifizaron posteriorimente en el
sislema de informacion geograticao (GIS), donde la pusicion de cada poblacion se se

asocio a diferentes catesorias biogeograficas.

[l tamano de las poblaciones se estimé coma multiplos de diez  [n cada



poblacion se estimd el porcentaje de individuos en cada categoria fenologica. Estas
catcgorias fueron:  germinacidm, crecimiento. [loracion, tiuctificacion. propagacion
vegetativa.  Se anoto la vegetacion asociada.  Ademas, se anotaron las vanables mas
importantes que determinan Jos niveles de agua en el suelo {grado de fluidez del agua.

protundidad} y la fluctuacién del mismo a lo largo del afio.

[.os cspecimenes de herbaric fueron depositados en los herbarios de la
Universidad de Costa Rica (USJL Museo Nacional de Costa Rica (MNCR} e [nstituto

Nacional de Biodiversidad (INBio)

Para determinar si la distribucion espacial de (. ghamaepanida  cn es aleatoria
dentro de una poblacion especifica en los llanos del Rio Medio Queso en l.os Chiles. se
conto las plantas dentro de 40 cuadriculas de 10m2 . v se calculo el indice de dispersion
{Gutiérrez-Espelcta. 1993). que se basa en la igualdad del promedio v la variancia de una
serie de Poisson. es decir, cuando los individuos estan distribuidos al azar en el ticmpo o
el espacio. La formula usada es [ s2/X (donde 52 es la variancia v X es el promedio
aritmetico).  Se determind si el alejanmiento de este indice calculado es estadisticamente
significativo de la unidad, usando valores cniticos de Chi-cuadrado. usando la formula
X2 I{n-1}, que se ajusta a una distribucion de Chi-cuadrado con n-1 grados de libertad,

donde n es el numero de umdades de muestreo.

Para determinar ¢l microhabilat en que O. farifolia es mas abundante se anotd el
tamafio de la poblacion en multiplos de diez v el microhabitat se describio en detalle.
Estos microambientes tueron posteriormente agrupados en catcgorias que ticnen relacion
principalmente con la disponibilidad de luz v de agua. a saber: 1 drea abierta & orilla de
rio, 2. claro a orlla de rio. 3 area abierta inundada. 4. &rea abierta no inundada. 3
pendiente, 6. sotobosque  la densidad de plantas fue calculada como fa suma de las
categorias de magnitud de orden de todas las poblaciones en un microhabitat particular v

lucgo dividido entre 100 para ajustar a la misma escala del nimero de poblaciones.



74

Anilisis Biogeogrifico. Las poblaciones de especies silvestres fucron georeferenciadas
usando un sistcma de posicionamiento global (GPS)  Utilizando el sistema dc
informacion geografico Arc View version 3.1, estas localidades se correlacionaron con
mapas tematicos (1:200.000) de clima (Herrera, 1995). zona de vida (Bolahos and
Watson. 1993). tipo de suelo (Consultora Acon v Asociados SA. 1991). Ademas para
deternminar la clevacion a Ja que se cncontraron las muestras se cred un Modelo de
Elevacién Digital {Gonzalez, unpub. data) a parur de mapas topograficos 1:200.000
{IGN).

RESULTADOS

Tres de las cuatro especics de (Jrmza registradas para Amenca se encueniran en
Costa Rica, a saber . glumaepanida, O, grandiglumis v . lanfolia. como se describe
en el capituto 2 Tambien se encontraron dos hibridos naturales esteriles con

poblaciones exiensas y perennes (Capitulo 3).

De todas las poblaciones {312). un 75% correspenden a O, larifolic  Las restantes
corresponden a (). grandigiumis (10.6%). O. glumaepatula  (3.1%) v dos tipos de
hibridos estériles {4.9%). Otras poblaciones (6.4%:). corresponden a muestras de arroz
rojo colectadas en arrozales.  Algunas de las planitas de aroz rojo o maleza fueron
identificadas como (. rufipogon por Akimoto (com. pers ) mediante la comparacion de

su pairon enzimatico con especies de referencia sus isoenzimas (Cuadro 1)
Distribucion geogralica de las poblaciones

Todas las poblaciones de plantas de Uniza tueron localizadas en las tierras bajas
del pais. bajo los 700 msnm. v un 90% de estas se encontraron bajo log 100 m de
elevacion. () Laifolia fue la inica especie gue se encontro en elevaciones superiores a
1o 350 m. La poblacion de (). glumaepatula de Nlurciélago. Peninsula de Santa Flena.

Guanacaste se encuentra a 300 m s.n m.. mientras que la poblacion mas grande de esta
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especie s¢ encuentra en los llanos de inundacion estacional del Rio Medio Queso a 30
m.s.n.m, ). grandiglumis se encuentra a ca. 50 m de elevacion en el Retugio de Vida
Silvestre Cafio Negro. stendo esta su principal poblacion v la que se encuentra a una
mayor elevacion, (. grandigiumis se encuentra también en el Rio Medio Queso a 30

m.s.n.m. (Mapa de Modelo de Elevacion Digital, Figura 1 Capitulo 2)

La mayoria de las poblaciones de (Jryza se encontraron en humedales registrados
en el Mapa de Humedales de UICN, siendo el humedal herbaceo abierto el principal tipo
de humedal cn el que las poblaciones de arroz silvestre en gencral se localizan (Figura
2y

I.a abundancia de estas especies varia localmente de poblaciones de pocos
individuos, como se puede observar a veces para (). /anfolia. hasta poblaciones de
cientos de miles. como en las poblaciones de Q. glumaepanida del Rio Medio Queso
(L.os Chiles, Alajuela) u (). /atifolic en las lagunas del Parque Nacional Palo Verde
(Cuadro 1).

La distrnibucion de las especies de Oryza en Costa Rica es alopatrica. En la
mavona de los sitios en que se localizaron poblaciones de (Jnzer s6lo una especie estaba
presente, Unicamente en el humedal del Rio Medio Queso se encontraron dos especics
untas () glimaepatuta v (). grandiglumiy, Aun asi. las poblaciones de cada especie se
encuentran en microhabitais distintos y con una proporcion de al menos 10° a | favorable
a (). ghunaepamiia.  Ahi. (. glumaepatiia  se encuentra en el llano de inundacion
estacional, mientras que (). grandiglumis se encuentra en la orilia lodosa del rio. ().
latifolie se encontrd siempre sola en todos los sitios estudiados v (. ghivmaepainla se
encontre sola en la poblacion de Murcielago, Guanacaste () grandighmnis es la (nica

especie lertit en Cano Negro v Lagariera,

Es importante notar que lo anterior es valido para las especies fértiles v

reconocidas. va que los hibndos si se encuentran en simpatriz con las especies
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progemitoras. En Medio Queso, O. ghumaepatuia v . gremdiglnmis se encuentran
ademas con los dos hibridos estériles (descritos en el capitulo 3). asi como también en

Lagartera y Cafio Negro O. grandighuns se encuentra en simpatna con ¢ hibrido O.sp 2.

De esta manera. el humedal del Rio Medio Queso es la localidad mas diversa en
fo que se refiere a ¢l género Orvza en Costa Rica. con cuatro diferentes lineas evolutivas,
2. glhwmuepainiu. es dominante en el llano de inundacion cubriendo bloques de varias
hectareas v con una poblacion estimada en varios cientos de nules de plantas. mientras
que (L grandighams, tiene tres pequeiios focos de poblacion en el extremo sur del area
abierta del llano en el margen del rio. Ademas. uno de Jos lbndos (0. sp/ ). es
dominante en la margen del Rio Medio Queso. con una poblacien estimada en miles de
plantas. I'inalmente esta el segundo hibrido ((). sp2? ). con algunas plantas distribuidas
principalmente en la zonz con mayor cobertura boscosa en las margenes en el exiremo
sur del Rio Medio Queso (Fig. 1). El tamafo real de dichas poblaciones se puede ver
claramente sélo durante el periodo de floracion. entre el final de Setiembre a Noviembre,
debido a que en otros momentos las poblaciones se confunden con la vegetacion herbacea

asociada.
Biogeografia de las especies
Carvza latifolia Desv.,

Esia cs la especie mas amphiamente distribuida v mortologicamente variable de
Costa Rica. Las planias de esta cspecie tienen 178 ¢m de altura en promedio pere varian
entre 50 em y 400 em, ncluvendo la panicula. dependiendo de la zona de vida v el clima.
El tamaiio de varias de sus estructuras vegetativas v reproductivas varia notablemente en

diferentes zonas geograficas v climaticas {ver capnulo 3)

(L latifolia  se cncuentra en las tierras bajas de Costa Rica. muy asociada a

humedales, sin embargo. no se le encontro en fos humedales de Cailo Newro o ¢l Ria
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Medio Queso. [sta especie se encuentra en una serie de zonas de vida desde el bosque
seca {1200 mm de lluvia anual) hasta el bosgue tropical Huviose (4000 mm de lluvia

anual) (Fig. 51 v en elevaciones de 0 a 650 m.

Los iwmedales son los principales sitios en que (2. fatifofic se encuentra. aunque
en ocasiones s¢ localiza en sitios con diferente disponibilidad de agua. incluso con
pendiente pronunctada {1.7% de las poblaciones}. tal como una poblacion on Picagres
de Mora. San José (CIBCM 167). Se encueatra en claros en bosques ripartos (10.1%).
en bancos lodosos de rios deforestados o canajes 14€ 13%). en llanos herbaceos de
mundacian  estacional (353.6%) o cualquier depresion con iendencia a mundarse
incluvendo orillas de camings (3.45%). El tamaric de las pablaciones vania ampliamente.
de una planta a cientos de miles de ellas, lo cual esia velacionado al tipo v 1amaio del
habitat cn que se encuentran.  Las poblaciones mas grandes se hallan en areas abienas de
inundacion estacional. siendo ejemplos importantes las lagunas del Parque Nacional Palo
Verde. Posteriormente, margenes abiertas de nos. nachuelos v canales artificiales, (Fig.

4).

Algunas poblaciones de (. fatifofia se encontraron a 30 m del oceéano a la orilla
de un pequeno nachuelo con gran influencia de las mareas. en ¢ Refugio de Vida
Silvestre Gandoca Manzanilla (CIBCM 230)  Esta especie también se ha registrado
antertormente para manglares v estuarios (Museo Nacional No. 23344 en isla de Pajaros
v 061483 en Plava Conchal). Ademas. ¢f Estero Chamorro. en el Parque Nacional Palo
Verde. dondc se encuentra una de las poblaciones mas wandes de () faiffolic  es
inundado por ¢l Rio Teinpisque, durante la marea mas alta de Marzo. por lo que podrig
tener un alte grado de salimidad. Esta inundacion ocurre en media del verano. cuando
resia al menos un mes para que comience a llover  En ¢se mamento ocufre una

germunacion masiva v las plantas que no se habian secado producen nuevos brotes.

La habihdad de estas plantas de crecer v florecer. parece depender exelusivamente

de la disponibilidad de agua, debido a que las plantas de sitios cercanos a P N Palo
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Verde, que crecen cerca de sitios irreados florecen incluso en el verano. Se observd que
aluunas plantas de €sta zona parecen ser capaces de sobrevivir a cicrtos periodos de
sequia formando un brote muy compacta v protegido por muchas capas de hojas.

anclado al suelo por raices secas,

En ecosistemas lluviosos, como el bosgue tropical muy humede en el Parque
Nacional de Tortuguero. se encuentran numerosas poblacionss de O Awifolia. Estas se
dan en silios abiertos en los bancos lodoses de los canales angostos. aunque también se
encuentran en los canales principales, cerca de la desembocadura de lps rios donde el
Agua frae materia organica y sedimentos en SUspension v se ve gns orojiza  £n Jos sitios
donde ef agua se ve negra debido a I talta de nutrienses v el alto nivel de acidos humicos
no se observaron poblaciones de Q. lanfolic  Es51a especie tampoco se observo en lagunas
ni en otros tipos de cuerpes de agua estaincada en ningun hugar del paus  Alounas lavunas
cue se visitaron incluyen la laguna Chocuaco en fa Peamsula de Osa v Laguna Escondida
en |la Reserva Absoluta de Cabo Bianco () laufolia 32 encuentro en los alrededores de

la Laguna de las Camelias en Upala. pero lejos del espejo de asua. en el sotobosqgue.

La dcforestacion en la vertiente Atlantica pedna esiar favoreciendo a esta especie,
debido a que las plantas crecen muy bien en areas abienas donde la lluvia es abundante.
Ahi, fas plantas alcanzan 4 m de alio en terrenos no inundados. como se puede ver en
Guacimo, Tortugoero v el camino hacia ef Valle de 1a Estrella  Esto es contrario a lo que
ocurte en el bosque seco. donde () Zunfolia es mas abundante en &l sotobosgue de
espectes como  (rescentia alata, Bociris major v Melapodendran sp. (Polyeonaceae).
donde las plantas podrian sobrellevar meior iz epoca seca o donde son meiores
competidores en condictones limitadas de luz durante el invierno, La asociacton de (),
latifolia  con (rescemtia ofara.. on el bosque seco habia sido reportada por Vaughan

t1994) para Honduras v Nicaragua. v es muy clara ea el Parque Nacional de Palo Verde

En Palo Verde. fas plantas de (). farfolic se encuentran también asociadas a

Mimaoser pigres (Fabaceae. Mimosaotdeac). que debido a su habito arbustivo v sus espinas
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protcge a las plantas de . fatifofia del ganado. Aun cuando el ganado es un factor
selective introducido artificialmente en éste ecosistema. es posible que la relacion sea
provechosa para () fafifofia dada la presencia de otros artiedactilos como el venado de

cola blanca (Odocoiteus virginianus) en este ambiente.

(. latifolia no estd amenazada por la accion humana en este momento. Muchas
de las poblaciones se encuentran en Pargues Nacionales (34.5%) y muchas otras se
lpcalizan en dreas va perturbadas como onilas de camino y dreas dedicadas a la
agricultura (Fig. 5). De hecho. los agricultores consideran a esta esta especies como una
maleza dificil de ehmmar. debide a que es resistente a la corta y quema, y de acuerdo con
algunos agriculiores incluso a herbicidas (CIBCM ©1).  Esta especie se encuentra
comunmente en arrozales donde s¢ conoce come arroz pato y forma parte de lo que se
congece como ~arroz rojo”. un problema serio para la produccion debido a que se penaliza

¢l valor de 1a produccion segun el porcentaje de arroz rajo.

La fenologia de O. larifodia varia un poco deperdiendo de la region geografica y
es mucho mas sincronizada en ias regiones mas secas  En Palo Verde, se da un pico de
floracion muy marcado en setiembre-noviembre, al final del invierno cuando se dan las
conchciones mas apropiadas para la dispersion eolica del polen sin que este sc deshidrate
demasiado rapido. La fenologia depende de cuando se inunden las lagunas ya que de esto
depende la germinacion. En experimentos en invemnadero las plantas de () fatifofia de
todo el pais, incluyendo muestras de Palo Verde, empezaron a florear a los tres meses de
plantadas, sin embargo el pico de floracion se produce en Palo Verde alrededer de 7
meses después de la gerrmmacion,  Las plantas de O. latifofia producen tallos fértiles
cada vez mas grandces a paitir de su germinacién, hasta llegar a un maximo relacionado a
ta zona geografica en que se encuentran, En las zonas menos estacionales de Costa Rica,
como en la zona Adantica la {loracion ocurre durante un periodo de tiempe mucho mas

extenso debido a que las poblaciones son perennes.
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Fig. 1. Distribucion de las localidades de muestreo donde s¢ encontraron poblaciones de Oryza Jdurante el inventario realizado entre 1997-99
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Fig. 2. Distribucion de las principales poblaciones de las especies de Oryza en fos humedales de Costa Rica

Flecha roja: Q. glumaepatula en humedal del Rio Medio Queso, Flecha Verde: O. grandiglumis en Caio
Negro. Flecha amarilla: O. latifolia en humedal del Parque Nacional Palo Verde
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Fig. 5. (A) O. grandiglumis en R.V.S Cafio Negro a la orilla del
Rio Frio, creciendo en areas abiertas junto con Cassio reticulata.
(B) Culmo de O. grandiglumis con varios brotes que salen de los
nudos cuando el tallo queda postrado sobre el banco lodoso.



Fenograma de Oryza glumnaepatuia
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Fig. 6. Porcentaje de cada estadio fenologico observado en O. glumaepatuia del humedal de! Rio Medio Queso, Los Chiles. Este
patrén es valido para O. grandiglumis y |as poblaciones de Q. Jatifolia del Pacifico.
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Uni via Dos vins

Regidn Geografica ~ Tipo de Clima Microhabitat
Cardcter GD F P 3D F P GD F P
Estructuras Vegetativas
ALT 4>2 17.85 2 9.04 56 3.07 .
ABAN 61 10.63 24,7 2567 56 3.3 i
LBAN n.s 4 n.s. ns
L2A 2.7 6.15 k6 4 n.s, n.s
AZA 1,24 12,42 — 247 12.9 i 56 26 *
DlA 16.13 56 4.3 -
LIG 1486 1224 247 4,48 . n.s
Estructuras reproduclivas s -
PAN 1.4 4.2 - 2 7.9 n.s
DEE n.s 2 ns n.s
DBP 1.24 7.22 247 12.9 56 371 *
LSINSEM 1.2.4 9.9 247 11.7 56 23 .
NORAM 1.2.4 7.88 i 2 12.74 .5
LSEM 1.3,7 6,73 7 4 .48 . 56 318 e
RAM 18.15 56 3.66 -
ARI n.s ns 56 _2._51_ '

Grupos diferentes {G Dj; los numeros indican les grupos que son significativamente diferentes del resto.

Regiones geograficas: 1 Guanacaste, 2 Pacifico Central, 3 Peninsula de Osa, 4 Tortuguere, 5 Limon, 6 Valle de |a Estretla, 7 San Carlos

Tipo de clima: 7=G: muy hdmeco: Limon, Toduguero, San Carlos, Osa; 2=8: Subhimedo himedo; Cury (Guanacasic), Palu Verde (Guan.),

Sanla Rosa (Guan.), Balsa(Pacifico Central); 4=D y E; Himedo: Pto. Cortez ( Pacifico Sur), V. Estrella { Allantico Sur),

Sixaola (Atlantico sur), Cobano (Peninsula de Nicoya), Camelias (San Carlos), and Limdn. Microhabitat: 1. Area aberta o orilla de rio, 2. Claro en ia otilla
deric 3. Area abierta inundada, 4. Area abienta, 5. Pendiente, 6. Solobosque. Valores significalivos: " p<0 05, ** p<0.01, *** p=0.001, n.s.: no significativa.



Cuadro 2. Matriz de corrzlaciones (Pearson) entre todas |as caracteristicas de Q. [afifofia de Costa Rica
Los valores por encima de 0.40 son significativos (p 0.05).

alt pan dbb  dbp  "AQ  Isinsemngram Ihban aban |banZa 12a aZa dia 1.2 12-3  Isern ascn fema  an
pan 0669
bl 0.350 3.744
dbp 0685 4720 2.304
1ag 0144 2083 -0.060 0.277
Isinsen 0629 0581 D265 0745 0.211
noram 0668 0.506 0257 06%0 0184 0506
ihban 0215 0320 0.240 0468 0077 040t 0354
aban 0486 0506 0245 0595 0143 0497 0544 0GOS
banZ2a 01924 0244 0161 0187 00686 D136 0094 0.162 pO59

128 0297 0371 0063 0497 0121 0435 0408 0651 0619 0.181
aéa 0632 0495 2223 D658 0100 0573 0686 0444 0825 0054 0600
dia 02417 0240 0149 022} 0039 (246 0239 0088 DDED 0078 0.154 Q.096

112 0299 0237 0.101 0.284 0083 G117 0248 0366  04C5 0.128 0388 0332 0.140

2.3 0494 0349 0.150 0408 0245 1251 0309 0074 0070 0.190 0068 0084 015 0214

l5em 0276 0330 2188 0328 -2092 0264 0302 0201 0209 0058 0.2c5 0.197 0.160 0.025 0.127

asem  -0.102 -0.117 -0.113 -D.062 -2.050 -3.069 -0.095 -0074 -0034 -DO34 -0.100 D074 -0.012 -0.038 0.025 0 12|

lema -0.015 -D.00B -0.0D03 -0.030 -0.011 -0.054 -0.015 -0.012 0023 -0.001 -0083 -0.041 -0D.008 0.031 0024 D.0O03 -0.032

ari ©161 3056 -0.025 0.156 0533 (.108 Q207 0.063 0107 0.019 0.12€@ 01458 0090 0040 0.0V0 0.123 -0063 0.017

lig 0407 0483 D388 0543 0.173 0455 D462 045% 0469 0077 0523 0473 0187 0245 0.124 0.188 -0.009 Q.051 0.248
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Aun mas, rasgos como [a tasa de exocruzanuento, esfuerza reproductivo,
produccion de semillas v frecuencia de extincion son altamente dependientes del contexto
ecoldgico de cada poblacion particular e mdividuo. Por gjemplo, la densidad de plantas (o
mejor aun, de florcs) tiene una gran influencia en la tasa de exocruzamiento en especies de

autopolinizacion facultativa (Brown e7 ad. 1989),

Los pastos anuales estan adaptados a una trecuente extincion v recolonizacion, lo
cual podria disnunuir la vanabilidad en poblaciones peguefias donde hay un efecto mayor
de la deriva genética (McCauley 1991). La reproduccion clonal v la autofecundacion,
camunes ¢n estas especies de plantas. son otros factores que tenderian a reducir la
heterocigosidad promecio de estas plantas comparadas a plantas con otro estilo de vida,

aunque no necesanamente la cantidad de variacion genctica 1otal.

En el género Oryza, la variacion genética entre y dentro las especies de genoma
tipo AA ha sido estudiada con la esperanza de dilucidar sus relaciones filogenéticas (Ge ¢
al., 1999), el efecto de la domesticacion v la historia de su cultivo (Tanksley vy McCouch,

1997) y la estructura genética de las poblaciones naturales (Morishima ef af.. 1992).

Estos estudios han inchido un amplio ambito de marcadores morfologicos y
molcculares como caracteristicas morfologicas v fisiologicas (Morishima er af 1992).
isoenzimas (Barbier 1987), ADN de cloroplasio {Pravan e af., 1997), Recientemente, un
uran numero de microsatelites se han hecho disponibles para arroz (Chen ef ¢l 1997) v
permitcn tambien estudiar especies silvestres de Onza (Panaud er al, 1996. Cho et df.,

2000}

Las especies de Orpza son particularmente apropiadas para estudios de genética
ecologica porque sirven como modelos para otras especies de gramineas que no cuentan

con una buena cantidad de marcadores moleculares, asi como también por la importancia
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de preservarlos como recursos genéticos para el arroz cultivado. el principal cultivo del

mundo.

En un inventario dec especies silvestres de arroz llevado a cabo en Costa Rica,
Zamora ef af (Capitulo 2) encontraron tres especies, dos hibridos naturales. dos especies
introducidas y varias variedades criollas de arroz  Entre las especies nativas se encontrd
Q. glumaepainia, cuyas poblaciones tuvieron una distribucion restringida a humedales en
la region fronteriza norte de este pais. Este articulo describe la vanacion alélica v
genotipica para diferentes microsatélives en las poblaciones de (). glumaepatrla de Costa
Rica con el fin de realizar inferencias sobre su estructura genética v su relacion con la

histora natural

Material y Meétodos

Muestreo del material vegetal. Con el fin de estudiar [a diferenciacion genética de las
poblaciones de (). glumaepainia, se tomé muesiras de las dos poblaciones principales de
Costa Rica. a saber, Murciélago, en la Peninsuia de Santa Elena. Guanacaste v el Humedal
del Rio Medio Queso. en Los Chiles. Alajuela. Estas poblaciones estan localizadas a 100
km de distancia y separadas por la Cordillera de Guanacaste (ver descripcion ecolégica en
Caputulo 3). Ta poblacion de (). glumaepatuia de Medio Queso tiene cientos de miles de
plantas distribuidas en parches de diversos tamafios en todo 2! humedal sobre un area total
de ca. 20 Km2. Este humedal es un area plana a 30 m.s.nm., en la que el nivel fredtico
varia entre tos 30 cin bajo el nivel del suelo (verano 1998 con una sequia prolongada por
efecto de El Nifio) hasta mas de 2 m sobre el suelc  Se encuentra localizado a los lados
del Rio Medio Queso, que desemboca en el Rio San Juan, muy cerca del Lago de
Nicaragua. No hay en Costa Rica ningun otro humedal con las caracteristicas edaficas v

floristicas de éste.

Evaluacion de la estructura genética. Para evaluar si cxiste una subdivision de la
variabilidad genética dentro de la poblacion del humedal del Rio Medio Queso se tomaron

muestras a lo largo de un transecto en direccion Norte-Sur en cineo localidades situadas a
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lo largo del humedal, con una distancia cercana a los 2 Km de separacion entre cada una
de ellas. Fsias poblaciongs se denominan Refugio, Cartez. Delirio. Muro v Puerto
Bomingo, situadas en ese orden de norte a sur.  Las poblaciones de Refugio y Corlez son
un poco mas pequefias que las otras tres v estan conformadas por parches de diversos
tamanos, algunos hasta de ca 200 m2. Las poblaciones de Delirie. Muro v Domingo
tienen parches hasta de varias hectareas de area. En Refugoe. Cortez v Puerto Domingo,
se colectaron plantas en dos difcrentes zonas separadas al menos 100 m v denominadas
subpoblaciones. Las plantas dentro de dichas zonas estaban separadas al menes 5 m una
de otra.  En la poblacion de Deliro se mtitizaron plantas colectadas en 40 cuadriculas de
10 md. separadas en dos grupos de 20 cuadniculas. Estas dos grupos se encontraban

separados 200 metros. En la pobiacion de ] Muro salo se colecto er una subpoblacion.

La poblacion de Murciélago se ubica a 100 m oeswe del cruce de la carretera
Panamericana hacia la Peninsula de Santa Elena. al nonie de Guanacaste. Esta poblacian
es muy pequeny, estando conformada por alrededor de 30 piamtas que crecen en una

laguna estactonal quc se seca completamente 3 que esta amenazada por diversas

actividades humanas.

Se colecta plantas emeras de (0. glumaepanda v se llevaron al invernadero donde
s¢ sembraron en potes con su numern de wemificacion individual. Para extraer ADN se
toma tejido fresco de hojas jovenes en elongacion (0 3 si. que se envalvieron en un papel
con sy numero de idennficacion escrito con marcador indeleble v manteniéndolos en una
hielera durante el proceso. Las hojas se cortaron en pedazos finos usando una tijera v se
pulverizaron en morteros Coors de 30mum de diametro. usando nitrogeno liquido para
congelar el tejido. a tijera debe ser limpiada cada vez utifizando HCJ o cloro para destruir
restos de ADN,  La extraccion de ADN se realizo de acuerda al protocolo de Lohdi et «.
(1994), que utiliza un buffer CTAB precalentado (60°C). Después de varias pruebas para
observar ¢l efecto cn la amplificacton v la calidad del producto amplificado se eliminaron

los pasos con proteinasa K y ARNasa, asl como también la adicion de PVP. Este dltimo
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es imporiante en plantas que tienen fenoles v olros compuestos oxidantes. Se realizo
siempre dos cxtracciones con cloroformo: octanol (24:1) para mcjorar la calidad del

ADN. El ADN extraido se resuspendio en 50 ul de agua bidestilada y autoclavada.

Los microsatélites utilizados (Research Genetics) fueron desarrollados para ().
sative por Panaud ef of (1996) v Chen er «f£(1997). ¥ se encuentran distribuidos por
todos los cromosomas de esta especie, incluvendo [ocus con repeticiones di vy
trinucleotidicas. Se scleccionaron los microsatélites de (. sativa de forma que estuvieran
jocalizados en cromosomas diferentes con el fin de estudiar la diversidad de .
ghimaepaiifa de una forma representativa de todo el genoma. Los genomas de las
especies AA son esencialmente identicos (Bao. 1998) por lo que se supone que éstos
microsatélites tambien se encuentran en diferentes cromosomas en (). giumaepatila.
Tambi¢n se escogieron microsatélites compuestos de repeticiones dinucleotidicas porque
estos se han reportado como mas variables. EI Onico microsatclite de repeticiones de

trinuclectidos es el RM 19,

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo en termocicladores Perkin
Elmer 9600 y PTC 100 (M] Research). El perfil de temperaturas para la amplificacion fue
el recomendado por Research Genetics, i.e. 1min a 95°C, luego 30 ciclos de 1min a 95°C,
135 a 55°C, 30s a 72°C. con una extension {inal de 7mun a 72°C. La clectroforesis de los
amplicones se realizé en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 4% v tefidos
con plata (Juhansson vy Skoog. 1987, Vari v Bell, 1996)  l.os weles se secaron a
temperatira ambiente, se determinaron los alelos de cada individuo v se guardo una

imagen digiial de cada gel para registro.

La matnz de genotipos para todos los individuos v marcadores moleculares se
analizé con el programa BIOSYS (Swoford and Selader 1981).  Se calculo el porcentaje
de loci polimorficos (P). la frecuencia alélica para cada marcador v poblacion, el numero

promedio de alelos por locus por poblacion y para todas las poblaciones (A). Un locus se



considero nolimorfico si tenia mas de un alclo.  Se calcufe rambicn la hererocigosidad

abscrvada (Ho) y esperada (Hy:) seaun las siguientes formuias:

r m

o 4 |2 cXmyTr
i
r oy

o= 1- X XXjivf v

4
donde 1 es gl numera de loci ¥ mj los alelos en el j-ésimo locus. N, v Xji indican la
frecuencia ubservada del genotipo XiXi v la frecuencia estimada del i-esimoalelo segin lo

esperadoe por el modelo de Hardy-Weinberg para el j-esimo locus. respeclivamente.

Se calcularon las estadwisticas F de Wrighe (1963) o coelicientes de
endocruzamiento. Estos son indices con un ordenanmiiento jerarguico de la distribucion de
la variacion genética en las poblaciones. El coeficiente de endociuzamiento total Fyr
puede descomponerse e las contribuciones del eandocruzamtento Fi v los efeclos
semejantes al eadocruzamientio produeidos por la estructuracion generica de la poblacion

Fsr(Tfartl, 1989)

Ademas, utilizando ¢l programa ARLEQUIN (Ardeguin 2 0 20000 se calealo tos
valores de Rsy para todos los pares de poblaciones v promediados para todes os leci. El
estadistico Ry s mas apropiada para ¢l calculo de ia subdivision de pobiaciones cuando
se usan microsaielites como marcadores, va que toma en cuema el proceso bidireccional
de muacion que ocurre frecuentemente en los microsatelites, senun el modelo de
mutacion por pasos {Slatkin. 1995, Provan er e, 1997} Se caleulo la probabilidad de que
las frecucncias de los alelos para las subpoblaciones estouvieran significativamente
desviadas de lo esperado seghn el modelo de Hardy-Weinberg mediante fa prueba exacta
de la cadena de Markov con I00000 pasos. Tambien con ¢] ARLEQUIN sc realize un

analisis molecutar de variancia (AMOYVA) para conocer como se distribuve la variancia



134

genética entre poblaciones, entre subpoblaciones ¥ dentro de subpoblaciones. Cor el

programa TREEVIEW se edito el dendrograma producido por el ARLEQUIN,

Con el programa RSTCALC se calculd también los valores R (rho) para todos los
pares de poblaciones y por gen individual.  Sc realizaron 1000 permutaciones
distribuyendo los genotipos al azar para calcular un Ry, promedio bajo Ja hipotesis nula de
que las poblaciones son iguales. Se realizaron 1000 bootstrap para calcular los intervalos

de confianza al 95% de los valores Rgy.

Con el programa RELATEDNESS (Quclter v Goodnight. 1989) se calcuio el
grado de parentesco entre los individuos de toda |z poblacion. entre las subpoblaciones y
dentro de las subpoblaciones. ésto ultimo con el objetivo de evaluar la probabilidad de
ocurrencia de reproduccion vegerativa (clonal). Este algoriimo calcula el parentesco
genetico entre y dentro de grupos definidos demograticamente v brinda una medida basada
en la regresion entre una poblacion de referencia v la poblacion con la que se desea

calcular el parentesco.

Resultados

De los siete loci de microsatélites analizados para las poblaciones de .
ginmaepaiuia, seis tueron polimorficos.  El microsatélite tonucleotidico RM 19 fue
mounomorfico para todas las subpoblaciones de () ¢lumaeparfa, aun cuando muestra
variacion entre especies de genoma AA (obs. pers + Los loci polimorficos fueron RM S,
RMI3, RMI17, RM22, RM38 v RM2I33. todos estos compuestos de repeticiones de

dimuclentidos (Cuadro 1)

Los microsaiclites RMS5, RM 13, RM17 v RM38 mostraron variacion dialélica, con
la excepcion de un individuo heterocigota (300.13) gue mostré un tercer alelo para RM38

en Ja poblacion del Muro (Fig. | v 2).
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Los marcadores RM22 v RM255 tenian cuatro alelos, en ambos casos uno de
estos era un alelo privado para la poblacion de Murciglago, Guanacaste, mientras que los
otros varisban en frecuencia en las diferentes subpoblaciones de Medio Queso (Fig. 1y 2.

Cuadro 2).

Las {recuencias alélicas vanan notablemente de una subpoblacion a la siguiente en
Medio Queso (Cuadro 2). Aun cuando las poblaciones de Muro y Domingo se encuentran
solamente a 2 Km de distancia presentan fuertes diferencias en las frecuencias alélicas, Sin
embargo estas poblaciones comparten alelos que no se encuentran en otras poblaciones.
tal como RM17.2, o alelos que no son comunes ¢n otras poblaciones como RMI3 2 En
algunos marcadores como RMS3. RM22 y RM38. Jas frecuencias alclicas varian

gradualmente del extremo norte al sur de Medio Queso. formando un clino (Fig 1).

La poblacion de Murciclago estd fijada parz todos los loci estudiados. Esta fue la
poblacién mas pequefia v aislada. con una poblacion estimada de ca. 50 plantas
distribuidas en un area reducida del humedal. De los 5 loci estudiados, dos (RM22
RM255) muestran alelos privados para la poblacion de Murciclago [sta poblacion
muestra ademas alelos diferentes a los de Medio Queso en varios otros microsatélites gue

se descitben en el capituio 2

Todas las poblaciones en Medio Queso tienen variacion genética por lo menos en
un locus, La poblacion de Refugio es la menos variable. con variacion solamente en
RM22, con un niimero medio de alelos por locus de 1.14. Sin embargo. tiene un exceso
de individuos heierocigotos significativamente diferente a lo esperado por Hardy-
Weinberg (p=0.034).  Por e} contrario. la poblacion mas variable es la del Muro. con
polimeriismo en todos los loci excepto en RM 19 v con un niumero medio de alefos de 2.14
alelos por locus. La poblacidon de Delirto también obtuvo el segundo valor mas alto con

2.0 alelos por locus. (Cuadro 3)
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Las poblaciones estudiadas ticnen un exceso de homocigotos. posiblemente como
producto del endocruzamicnto (Fis=0.463). posiblemente como consecuencia de un alto
porcentajc de autopolinizacion, Si se considera que la-autopolinizacion es la unica
causante del alto valor de Fis calculado v que la poblacidn se encuentra en equilibrio, la
proporcion de sclfing, seria s=2f/(1+f) = 0.63. Refugio es también la poblacion mas
pequeiia en Medio Queso, seguida por Cortez. Las otras tres poblaciones son mucho mas
urandes. comprendiendo varias hectareas de poblacion continua de (. glmaepatula.
Eslo puede apreciarse bien solamente durante ¢l pico de la tloracion entre setiembre y

noviembre

En todas las poblaciones se observo una marcada asociacion de alelos homologos
con una consccuente reduccion en la heterocigosidad observada, que fue menor que la

heterocigosidad esperada en todos los casos excepto para RM?22 en Refugio (Cuadro 3).

Hay una clara diferenciacion genética entre poblaciones a lo largoe del humedal,
de () glumaepcrila en Medio Queso, (For=0.601).  Esta diferenciacion ocurre en la
lorma de nuevos alelos y diferencias en la frecuencia de los alelos compartidos entre fas

poblaciones.

Las estadisticas F de Wright para los marcadores RM3 v RM38, sugicren que el
endocruzamiento es el principal agente causai para la diferenciacion de las poblaciones.
Esto se debe a que estos dos marcadores se presentan en forma homocigota en la mavoria

de los individuos pero para diferentes alelos en diferentes poblaciones {Cuadro 4).

Contrariamente, los marcadores RMI3, RMI17 v RM22 indican quc las nuevas
variantes alélicas o las diferencias en las frecuencias alélicas provocan la diferenciacion. La
endogamia afecta a todos los loci por igual pero la historia de dispersion v mutacion de los
alelos en la poblacidn puede variar en el tiempo para diterentes loci.  En dichos Toct se
observa que las poblaciones adyacentes comparten fos mismos alelos, mientras que en las

distantes hav otros diferentes (Cuadro )
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El analisis de variancia molecular (AMOVA) realizado mostro que la
diferenciacion entre las poblaciones es grande y corresponde a un 71.3 1% de la variancia
total. Por el contrario las subpoblaciones dentro de cada poblacion tienen alclos y
frecuencias de alelos semejantes por 1o que la variancia debida a la diferenciacion de éstas
es baja (4,23%). Notablemente, la vanancia debida a diferencias en los genotipos de
individuos de la misma subpoblacion resultdé ser importante, explicando el 11.9% de la

vanancia total (Cuadro 3).

La poblacion del Muro fue la gue mas diversidad de genotipos diferentes presento,
va que habia 11 genotipos en los 12 individuos. Por el contrario. en Murciclago todos los
individuos tienen el mismo genotipo. En promedio las subpoblaciones mostraron 3,3

wenotipos diferentes (3.4 Desv, Estandar)

La filogema calculada usando el meétodo del vecino mas cercano ("neighbor
joining”, Nei, 1973) con las distancias de RST (Fig. 3) muestra como la poblacion de
Murciélago tienc una mayor separacion respecto a tas poblaciones de Medio Queso. Es
evidente tambien como hay poca diferencia entre las subpoblaciones v como Ja poblacion
del Muro tiene una posicion central y practicamente indiferenciada con respecto al resto.
Esta diferenciacion de las subpoblaciones muestra a Refugio mas cerca del Muro que de
Cortez. lo cual no concuerda con la distancia geografica. lo que puede deberse al efecio
del azar provocado por la deriva genética en esta poblacion, la mas pequeda de las

muestreadas en Medto Queso.
Discusion

En las plantas, fa agrupacion espacial de los genes y genotipos es el resultado de
las diferentes fuerzas como heterogeneidad ambiental, sistema de apareamiento, tlujo de
genes (mediante polen o semitlas) v patrones de colonizacion. La interaccion entre estos
tactores en el pasado evolutivo de una especie determina el patron actual de la distribucion

geografica de su variabilidad. tanto a mivel macro como microgeografico.



El conocimiento de Ia estructura genetica de las poblaciones de (). glumaepatila
brinda informacion importante para entender la evolucton- de esta especie silvestre de
arvorz, Existe una estrecha mteraccion entre las caracteristicas morfologicas, 1a historia de
vida de las plantas y su estructura genética. Ademas. la cantidad v distribucion de la
variabihdad genetica determinara la habilidad de la especies de responder a cambios en el

ambiente, ya sean de origen natural o aniropogenico

En este estudio se consiguid la amplificacion de microsaiélites en 0. glmmaepatiu
con marcadores originalmente desarrollados para su paniente culuvada (. sativa var.
IR64.  Otras especies amenicanas (). lanfolia v (). grandigiumis ambién pueden
estudiarse con estos marcadores aunque con un menor porcentale de exito en la
amplificacion. debido posiblemente a la diferenciacion genetica producida por mutaciones

en los sitios donde deberian unirse los imprimadores

Esta cs la primera vez que se estudia la estructura genetica de una especie silvestre
dc arroz utilizando microsatelites  Otros estudios de este tipe han sido realizados
mediante isoenzimas (Barbier. 1990. Akimoto. 1998} v RAPDs {Buso ¢/ ., 1998), o han
involucrado variedades del arroz cultivado o pocas muestras de especies silvestres (Cho er
al., 2000).

El indice de fijacion para la poblacion costarricense (0.453) ¢s sustancialmente
menor que ¢l calculado por Akimoto (1998, FIS= 0931) o Buso er al, (1998, FIS
0.93) para [a poblacion de O). ghunaepatiia del Amazonas. Esto podra ser un efecto del
marcador utilizado. va que estos dos uwrupos utilizaron isoenzimas v ademds la
heteroctgocidad vbservada es muy baja en los marcadores que usaron. siendo los maximos
observados Ho=0.007 {Akimoto e al., 1998) v Ho=0.025 (Buso ef al., 1998). Los Fst
no sen comparables cuando hay mucha diferencia en los niveles de heteracigosidad de
cada marcador. como puede ocurrir cuando se comparan isoenzimas v microsatelites. ya

que los valores de Fst tienden a ser menor en marcadores mas polimorficos (Hedrick.
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2000).Por fo tanto por el momento no es posible comparar objetivamente estas
poblaciones v habra quc esperar a que se presenten datos con microsatélites de otras

poblaciones naturales de (). glumaepatiia.

En algunos casos la estructura genetica de la poblacion es causada por un
gradiente ambiental, que inclusive han sido propuestos para diversas species de arroz..
Por ejemplo, Morishima er al. (1984} encontraron una tendencia a la diferenciacion
mtrapoblacional en caracteristicas adaptativas de una especie silvestre de arroz en habitats
con una marcada heteropeneidad ambiental  Esie podnia ser el caso de Ja alta variabilidad
morfologica (capitulo 3) v genérica de () fatifolic en Palo Verde {(Quesada. en
preparacion), debido a gue se te encuentra en sitos abiertos o con diversos grados de
cobertura boscosa, asi como también en sitigs que se inundan mucho, que no se inundan o

a la orilla de rios donde la humedad se mantiene durante mas tiempo.

En ef caso de O. glwmacpanida de Medio Queso las diferencias ambientales no son
obvias. Sc pucde notar que cn Refugio, Cortez v Delinio. (. ghonaepuatule se encuentra
principalmente rodeada de Cwperas crticuians, mientras que en Muwro vy Domingo hay
gran cantidad de fhalia gepienlare. Esto a su vez indica que hay una gradicnte en
elevacion v que la poblacion de Domingo que se sitta mas al Sur esta siuada a una
elevacion levemente superior que la de Refugio. localizada en el exiremo norte del

humedal ¥ mas cerca del Rio San Juan

Sin embargo. la diferenciacidn genetica en las poblaciones que se presenta aqui es
el resultade de la vanacion en marcadores tedricamente neutrales v gue ademas estan
localizados en diferentes cromosomas por lo que no es probable que un proceso de
seleccion este afectando la variacion en todos los Joal utilizados. De manera que la
estructura genctica observada parece ser el resultado de fuerzas diterentes a la seleccion

natural.
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Puede ser por lo tanto un resultado combinado de la capacidad de migracion v
flujo de genes de la planta. de los procesos estocasticos tipicos de la deriva genética v de
la produccion de nuevos alelos por mutacion. Este proceso es predicho por modelos de
migracion donde hay un efecto de aislamiento por distancia. donde la probabilidad de
migracion entre dos poblaciones es una funcion de la distancia geografica. En esos casos.
la formacion de “clinos” de frecuencias alélicas es probable, debido a la interaccion de la
deriva genética y la migracion. En el caso de (). glumaepatula de Medio Queso, es
probable que la existencia de clinos sea beneficiada por tasas de migracion génica muy

bajas.

Algunas caracleristicas de la dispersion de semillas v de polen de esta especie.
como la dispersion de semillas por gravedad y polinizacion eolica, parecen concordar con
una estructura de migracion a corta distancia. La eficiencia de la polinizacion edlica es
inversamente proporcional a la distancia v por lo tanto los cruces entre plantas difercntes
son mas probables en plantas cercanas. Ademas. el polen (iene una viabifidad de apenas
unos 5 a 9 minuios debido a la deshidratacion, por lo que debe liegar a un estigma
rapidamente (Roberts er /.. 1961. Oka v Morishima, 1967). Estas caracteristicas del
polen y su dispersion posiblemente han llevado a algunas de las cspecies de Oryza a ser

autégamas ¢ alogamas facultativas

Morishima v Oka (1970) mostraron en (). rufipogon de Asia, que la cantidad de
variabilidad dentro de la poblacion en relacidn al componente interpoblacional es un
parametro dependiente de la historia de vida de cada especic v que es fundamental para
obtener una muestra de germoplasma representativo.  Los cultivares (). safive v O
glaberrimd son predominantemente autogamos. mientras que las especies silvestres de
genoma AA lienen variacion en cuanic a su sistema de apereamiento.  Scgan las
estimaciones de Morishima ef «/. (1992). las especies silvestres tienen mas granos de
polen cn sus anteras. estignas mas grandes v un tiempo mavor entre la apertura de la flor
¥ la hberacion del polen, caracteristicas que aparentemente promueven la alogamia. Los

calculos realizados por Oka y Morishima (1967) indican que (). glmaeputiia tiene al
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menos un nivel medio de alogamia, entre un 20-60 por ciento, comparado con (). barthii

(5-20%) v (. longistanminata ca, 100%.

En las poblaciones naturales de |a especie silvestre asiatica (J. rufipogon. asi como
también cn los cultivares de arroz comercial ((Jr3-a sariva). se ha observado una alta
variacion inmtrapoblacional v diterencias geograficas (Morishima er af., 1992).  Ademas,
se ha determinado que las poblaciones perennes de (). rufipogon tienen una variabilidad
genética mayor dentro de las poblaciones que aquellas que son anuales, segun lo estimado
por Morishima v Oka (1970) con caracteristicas morfomeétricas ¢ isoenzimas. Por otro
lado. el cultivar de arroz africano (1. glaberrima. asi como su predecesor silvestre (),
barthii, tienen una diversificacion menor y muestran una variacion genetica reducida en
comparacion con la contraparte asiatica, tal y como se esperaria para especics

predominantemente autopolinizadas (Morishima er af., 1992).

Fn una poblacion intermedia entre anual y perenne Morishima er af, (1992) no
encontraron dicha tendencia hacia estructura geografica familiar.  La diferencia en la
distribucion microgeoyrafica de genes neutrales puede ser explicada por diferencias en el
comportamiento reproductive de las dos poblactones (produccion de semillas vs
propagacion vegetativa). Sin embargo, ambas poblaciones (perenne e intermedia)
mostraron  diferenciacion intrapoblacional en sus caracteristicas de historia de vida

{Morishima e/ «l. 1934

Las tasas de exocruzamiento pueden ser altamente variables entre diferentes
especies de arroz. Oka and Morishima (1967) determinaron que poblaciones astaticas de
(. rifipougon (=(). perennis) tenian entre un 20% a 45% de alogamia. segun los resultados
de la variacion genética en progenies. Tambien. Barbier (19892) estimo las tasas de
exocruzamiento de plantas individuales en una poblacion de O. refipogon, que vario entre
11y 90%. indicando una alta variacion dentro de una poblacion, demostrando la alogamia

facultativa y siendo probablemente el resuliado de tactores ecologicos v aleatarios.
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Por el contrario, la especies cultivadas Oz sativa v Oryvza glaberrima, son casi
completamente autopolinizadas. Este patron demuestra una tendencia hacia la
autofecundacion durante la domesticacion de (Jryzu. posiblemente como producto de la

seleccion de plantas con mayor productividad v menor carga genética.

En ol caso de O. glwmaepatnla de Costa Rica. las tasas de autofecundacion
estimadas concuerdan con los datos de Oka ¥ Morishima (1967) v Barbier (1989) va que
la heterocigosis observada (Ho) es cercana a un 10%. v muyv superior a las observadas en
Q. ghunacparule de Amazonas donde se ha encanwrade entre un [ a 03 % de

heterocigosis (Akimoto et al . [998; Buso et a . 199%)

Ca relacion a la diversidad genetica de otras poblaciones de (). glumaepamia de
América, Akimoto (1998) reporto una variabilidad isoenzimatica baja (Hg= 0.044) para la
poblacion de Amazonas comparada con aquella registrada para otras especies de arroz
(H,= 0.085-0.350). Las posibles causas de esta homogeneidad genética propuestas por
Akimoto son las siguientes: reducciones significativas en el tamailo de las poblaciones
debidas a inundaciones severas: poca oportunidad para el flujo de genes entre especics
diferentes. v un tlujo de genes a larga distancia debido a el acarreo por la corriente del rio
de las poblaciones tlotantes con la consecuente dispersion de las semilias a lo larzo de

grandes distancias.

De estas razones. la ultima es probablemente la mas valida v razonable para
explicar la homogeneidad genética de (J. giumaeparnia en el Amaronas. asi como también
la que mas contrasta con las observaciones hechas sobre la historia de vida v estructura

genetica de (. glonaeparika de Costa Rica aqui presentadas

En la poblacion costarricense no se forma una pradera flotante de Q. glumaeparda
debido a que el microhabitat de las plantas es el llano v no la orilla del rio. También por
que el nmivel de inundacion rara vez sobrepasa los 2 m. por lo que la poblacion

costarricense no ticne que recurrir a estrategias comio el de la ruptura del talio para
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mantenerse con vida coma si lo hacen las plantas de Amazonas. Por esto, las plantas de
(). glnmaepatula de Costa Rica no se dispersan tlotando en ¢l ro. como si ocurre con (.
grandiglunus y 1os dos hibridos costarricenses. y tampoca su semilla sc dispersa de esta
manera, De manera que la probabilidad de dispersion a larga distancia de las plantas de

Costa Rica es aparentemente menor que la de las poblaciones del Amazonas.

Esto se refleja en diferencias notorias en la estructura genetica. con indices de
tijacion de 0.93 en la poblacion de Amazonas, comparados con 0.453 en Costa Rica. Aun
cuando estos valores no son del todo comparables las grandes diferencias en las
estimativas sugieren que si hay una diferencia verdadera v que la poblacion de Costa Rica
es mas variable y menos endocruzada que las poblaciones del Rio Amazonas y del Rio
Paraguay. De nuevo esto gueda sujeto a comprobacion. pero esta comprobacion debe ser
con microsatélites en las poblaciones de America del Sur, decbido a que éstos marcadores

tienen una mayor capacidad de resolucion {Cuadro 6).

Por otro lado, las ptamas de la poblacion costarricense de (2. glumaepanida tienen
una alta capacidad de praopagarse vegetativamente cuando la disponibilidad de agua asi lo
permite, Pueden producir estolones decumbentes que se elongan varios metros de los
cuales se formaran varias decenas de clones, con lo cual las plantas en un area de varios
metros cuadrados pueden ser el producio de la propagacion vegetativa de una sola planta.
Este tipo de lenomeno podria explicar la abundancia de plantas hetcrocigotas para los
alelos 1 y 3 del marcador RM22, encontradas en la poblacion de Relugio. Refugio cs la
unica poblacion en la que la heterocigosidad esperada ¢s menor que la observada, lo que
podna atribuirse a eventos de recolonizacion v reproduccion clonal vegetativa, Un cvento
aleatorio podria haber favorecido {a reproduceién clonal de  un individuo heterocigota
para RM22 en el area de muestreo. Esto ademas deberia haber acurrido en un tiempo
muy reciente debido a que la frecuencia de individuos heterocigotos decrece un 50% en

cada generacion que sc autopoliniza (Haril, 1989)
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Eslas caracteristicas ecologicas de la historia de vida de la planta y morfologicas
de {a semilla mdudablemente influyen en la diferenciacion de las subpoblaciones dentro del
humedal del Rio Medio Queso y hacen que la poblacion costarricense tenga una

variabifidad genética mayor que la de Amazonas.

Akimoto (1998) encontro un alto indice de fijacion dentro de poblaciones de ().
glumaeaparda en el Amazonas (Fis=0931) lo que muestra un alto nivel de
endocruzamiento, lo cual puede ser el resultado de autopolinizacion o de apareamiento
con parientes cercanos. La poblacion costarmicense parece tener un nivel menor de
endogamia ya que ¢l indice de fijacion fue de (Fie=04781). Queda la duda de si esta
diferencia se debe a las diferencias en los miveles de heterocigosidad de cada marcador La
diferenciacion entre las poblaciones de Amazonas fue moderada (Gst=0.398) v menor que
la encontrada en las subpoblaciones de 0. glwmaepamia de Costa Rica (Fy;=0.5819)
Lsto se dio a pesar de que la separacion de las poblaciones de Amazonas es del orden de
decenas de kilometros. mientras que la de las poblaciones de Costa Rica es de

aproximadamentc 2 Km en Medio Queso.

En ofro estudio. Buso er al. (1998) tambien calcularon altos valores para los
coeficientes de endocruzamiento v diferenciacion entre las poblaciones brasilefias de ().
glumaepatida, usando marcadores isoenzimaticos y RAPDs.  Ellos concluven que en ¢l
Amazonas, la baja diversidad genetica es el resultado de la historia de vida anual v los

evenlos repetitivos de extincion v recolonizacion.

Akimoto (1988) también concluve que una de las razones por las cuales la
diversidad de la poblacion Amazonica es baja es por la falta de hibridizacion
interespeetfica en ésta especie. en contraposicion a lo observado con O. rufipogon, O,
nivara vy (). safiva en Asia.  En efecto, en America no parece que ésta sea una fuente
probable de enriquecimiento de la diversidad senética debido a varias condiciones

diferentes a fas de Asia.



La alta homocigosis observada. asi como también la diferenciacion interpoblacional
parecen existir debido en parte a endocruzamiento, principalmente por autopolinizacion,
pero también a la gran capacidad de progagacion vegetativa de €stas plantas perennes en
el humedal de Medio Queso y la limitada capacidad de dispersion de polen y semillas (ver

Capitulo 3 para una discusion sobre la morfologia de la semilla v su funcién).

Lin factor que podria haber influido en la diferencia de frecuencias alélicas entre la
poblacion de Domingo v Muro. podna ser que esta ultima se encuentra al lado oeste del
Rio Medio Queso. mientras que Domingo esta al lado este. A pesar de que €ste rio tiene
apenas unos [5 a 20 m de ancho. ¢sta distancia es suficiente para hacer mas dificil el flujo
de genes entre poblaciones adjacentes v es la distancia usada normalmente para mantener

lotes de diferentes variedades y asegurar su pureza.

El clino observado puede ser el resultado de la migracion del polen a conta
distancia, que es en éste caso la principal fuente de flujo de genes. v que produce una
correlacion entre distancia genética v distancia geografica entre las subpablaciones. asi

como también una estructura familiar dentro de las subpeblaciones ( Avise. 1994).

La poblacion de Murcielago. Guanacaste puede tener una gran influencia de la
deriva genctica debido 2 su reducido 1amaino. Es por esta razon posiblemente que se
muestra tjada para todos los loci. Es imeresante notar, sin embareo. gue tinco de los loct
ticnen aletos que tambien se encuentran en la poblacion de Medio Queso. mientras que dos
mutaron a formas diferentes exclusivas de la poblacion de Murcielago. es decir. alelos
privados para esta poblacion. Los alelos privados que muestra la poblacion de Murciélago
sugieren que ésta pobiacion no se ongino de un evenro reciente de dispersién a partir de la

poblacion de Medio Queso.

Biuseguridad
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Uno de los puntos mas controversiales en cuanto a la liberacidn de plantas
transgénicas al campo cs la posibilidad de que los transgenes puedan pasar por
cruzamiento a especies relacionadas. De esta manera, es.itmportante evaluar bien ¢sta
posibilidad utilizando diferentes esiraiegias En primer lugar es importante conocer la
tilogenia de las especies involucradas para conocer cuales son las mas relacicnadas.
Posteriormente, se deben realizar pruebas controladas en condiciones de invernadero para
saber cual es el potencial maximo de cruzamiento entre la variedad cultivada v las especies
silvestres. Por ultimo, se debe conocer si la F1 es fertil v capaz de convertirse en un

puente entre la variedad cultivada v la especie silvestre

Sin embargo, es fundamental conocer la estructlura genetica v la diversidad alelica
de la especie silvestre previo al cultivo de la variedad en la zona. posibilitando la
identificacion de hibridos interespecificos que se puedan producir en el futuro. En el caso
de (). glumaepaula de Costa Rica éste objetivo se ha empezado a desarrollar y aunque el
numero de marcadores utilizados es reducido (23 en totall. conocemos que los alelos de
las otras cspecies que se encuentran cn Costa Rica (U, sativa, O. rufipogen, O.
glaberrima, . grandighunis v O. lanfolia) son diferentes {Ver Capitulo 2 v 4). Estos
datos permitirian detectar un proceso de introgresion en cualquier direccion, ya sea de la
planta cultrvada hacia la especie silvestre, como al contrano. Por supuesto que o que mas
interesa cs el flujo potencial de una especie transgenica hacia la silvestre debido a la
incerlidumbre del efecto que dicho evento podna tener en la poblacion natural, Ademas de
que en arroz. debido a que las variedades cuitivadas se autopolinizan, el flujo de genes de

una especie silvestre hacia una cultivada es menos probable aunque no imposible.

Los experimentos de cruces interespeciticos realizados por Sobrizal (1999) entre
O. ghunaepatnla y O. sativa spp. juponica v Chu v Oka (1970) entre (). glimaepatida v
(). rufipogon, parecen indicar que el porcentaje de éxito en obtencion de semilla es bajo y
que la Fl de cruces es estéril cn el polen. aunque en algunos casos no en los dvulos. Por
lo tanto, la probabilidad de cruzamicnto accidental es baja. pero cuanio mayor es el arca

de cultivo en contacto con la poblacion natural v el tiempo considerado. ésta probabilidad
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incrementa,  Es por &sta razon, que sugerimos quc ne se siembre arroz transgénico.
cuando éste se encuentre disponible, a menos de 20 Km del borde del humedal de Medio
Queso. Esta distancia conservadora se calcula de el doble de la longitud del humedal. va
que las poblaciones en sus extremos son mas difercntes en sus frécuencias genéticas que la
poblacion de Murciélago a 100 Km de distancia.  Incluso. las variantes alélicas en los
extremos son diferentes. lo que s notable debido a que esta es una poblacion casi
continua de plantas al menos facultativas en cuanto al exocruzamiento v muestra que el

flujo de polen a través de 20 Km es despreciable.

En ¢l caso de los arroces contaminames de arrozales. comunmente llamados arroz
rojo, la probabilidad de cruce con el amroz cultivado es grands debido a la cercama
filogenéuica de las especies v variedades que lo componen { Amieta 7 af. en preparacion) v
a la abundancia de estos en los arrozales. Por lo tanto. es necesano desarrollar variedades
transgénicas que lengan un tiempo de dias a floracion distinto al del arroz rop0  También
se decbe regular que los sitios donde se cultiven especies transgenicas tengan un minimo de
arroz rojo ¥ que las variedades transgénicas se siembren en la epoca v la zona geogralica
para la que fueron disefladas. Todas estas regulaciones deben llevarse a cabo para
disminuir la probabilidad de que un gen que se introduzea en el arroz cultivade pueda
eventualmente pasar a un arroz maleza. A diferencia de las especies silvestres donde en
condiciones naturales incluso un gen beneficioso puede desaparecer por procesos

meramente aleatorios. un rransgen que tavorece a las plantas cultivadas tambien

[avorecera a los anroces malezas

Conservacion del germoplasma ¥ el futuro de los recursos genéticos para ¢l arroz en Costa
Rica

L.a estructura genética. es decir, la distribucion geografica de la variabilidad, es un
factor importante en el destino evolutivo de las poblaciones (Hartl, 1989). No sabemos si
ta estructura genética vista con marcadores moleculares neutros corresponde a una
estructura genética de rasgos adaptativos, especialmente debido a que los marcadores

usados pueden ser mucha mas variables que los genes o que los dominios verdaderamente
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umporiante de los genes. Sin embargo, se puede suponer que una poblacion que muestra
variacion en diterentes marcadores tiene una probabilidad mayor de tener variacion en
caractenslicas adaptativas que una poblacion completamente homogeénea, De la misma
marnera se debe proteger, tanto in it como ex sife un conjunto de plantas, poblaciones o

accesiones que reflgjen el maximo de diversidad de Ia especie.

La mayoria de la vanacién genética se encuentra dentro dec las poblaciones v no
tanio entre las poblaciones. v aparentemente existe una correlacion entre tamaiio del
parche y diversidad genética del mismo La estructura genética de (). glinmaepatula indica
que aquellas subpoblaciones con la mayor area total, i.e.. Delino. Muro y Domingo, son
las mayor diversidad genetica. Es posible que ¢stas sean las que tienen una mayor
probabilidad de sobrevivir en el tiempo. si la variacion en marcadores neutros reflcia

también variacion en caracteristicas adaptativas

Hay una relacion causa-efecto entre el tamafio de las poblaciones y su diversidad v
¢s el que produce la deriva genética Las poblaciones pequefias sufren una influencia
mayor de ésta fiierza que produce un efecto homogenizador. Por esto las poblaciones de
Murciélago especialmente. pero también Refugio v Cortez son menos diversas que las de
Delirio, Muro ¥ Dominge. Incluso la poblacion mas diversa fue la de Muro, aun cuando ¢l
tamano de la muestra en esta fue menor que en las otras. debido a que es una de las

poblaciones mas grandes con varias hectareas continuas de plantas.

Alora bien, las poblaciones grandes pueden manienerse en el tiempo debido a que
ticnen una variabilidad mayor lo que le permutina a mas individuos sobrevivir durante
epidemias y recolonizar el area rapidamente, mieniras que en el caso de las poblaciones
homogeneas y pequeitas la extincion puede ser comun v la recolonizacion lenta y con un
efecto lundador muy fuerte. La poblacion de O. glumaeparnida de Medio Queso es un
sitio ideal para dischar experimentos a largo plazo sobre la dinamica de extincion v
recolonizacion debido a la existencia de parches de plantas de diversos tamafios ¥ su

relacion con la vaniabilidad genética de éstas.



Interaccion entre la ecologia y la estructura genética de la poblacion

Coma se describid en el capitulo 4, la semilla de (). glimaepariia sc excluye de
todos los sindromes descritos de dispersion. El 1amafio de la semilla. la ansia de gran
tamafio y con espinas retrorsas. 1. e. dirigidas hacia afuera del centro de masa: sin arilo, ala
o pericarpo carnoso, nula flotabilidad. hacen en conjunto que la semilla lgjos de
dispersarse. quede en el sitio donde se produie De manera que la presion selectiva hacia
tener una semilla mas grande para compeur mejor en la recolonizacion de el habitat,
también lleva a la planta a encontrarse con la presion de defender inejor sus semillas de los
depredadores, fo que hace mediante espinas en la cariopside, cn Ja arista. asi como también
con una unign debil a la panicula. por lo que son caedizas v en la sincronizacion para

producir un efecto de mayor oferta que demanida de semillas.

La alta estructuracion observada en el Medie Queso sugiere un grado muy bajo de
migracion que esta dado por la ineficiencia en la polinizacion edlica v la incapacidad de
dispersion de ta semilla. Hamrick ef al. {1993) encontro que el modo de dispersion de la
semilla tiene un papel preponderante en la determinacion de la estructura genética de
arboles en el ropico. interactuando con la densidad de las plantas. En dicho estudio se
determing que una densidad baja v una capacidad limitada de dispersion son parametros

que producen una alta estructuracion genetica.
Los eventos de extincion por sequia o inundacion excesiva pueden jugar un papel

importante ¢n la determinacion de la esiructura genetica. aumentando el papel del efecto

fundador en la recolonizacion del habitat.

Conservacion ex st
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Dada la importancia de las especies silvestres como recursos geneticos para el
arroz comercial. orgamsmos como el IRRT (Filipinas) s¢ han dedicado a colectar semilla
en todo ¢l mundo y establecer bancos de germoplasma. Sin'embargo. debido a que en los
bancos de germoplasma ¢! numero de accesiones ha aumentado grandemente, se ha
desarrollado una necesidad de discriminar cada vez mas eficientemente entre accesiones
repetidas v Unicas. Con éste fin se ha determinado un valor de 60°% de similitud como

umbral para mantener dos accesiones relacionadas

De esta manera. segun el analisis de RST. las poblaciones que se debenian incluir
como accesiones sertan Domingo v otra de cualquiera de las otras poblaciones. Sin
embargo, como ya se menciono, la poblacion de Murciélago tiene alelos privados para
varios marcadores 1o que la hacen diferente de las de Medio Queso por lo que tambien
debe Incluirse como una accesion diferente. Esta poblacion ademas parece tener
caracteristicas mas anuales que la de Medio Queso que es perenne o al menos mtermedia.,
Por lo tanto. debido a la variabilidad genética que contienen, las poblaciones de Domingo,
Muro. Delirio y Murciélago deberian incluirse como accesiones diferentes en bancos de
germoplasima. Las poblaciones de Refugio v Cortez podrian excluirse de la conservacion

ex sitie debido a que sus variantes alélicas se encuentran incluidas en las demas poblaciones
de Medio Queso.

Sin cmbargo dado que la poblacion de (). glimaepanda de Medio Queso es Unica
en sus caracleristicas y al valor que ésta especie tiene como recurso genético para el arroz
cultivado. lo Optimo seria que se preservara completa in sitir. Esto garantizaria no solo la
disponibitidad del recurso para las fuwras generaciones de investigadores v
fitomejoradores sino que ¢s la inica manera en la que se puede dar continuidad al proceso
evolutivo en esta especie costarricense.  En el campo es posible que se siga dando la
mutacion, recombinacion v otros mecanismos de cambio genético que permiten a los
ndividuos responder a las presioncs selectivas impuestas por las presiones ambientales v
biologicas. Es decir, la conservacion de la poblacion natural es necesaria para que se

pueda oblener material resistente a las nuevas variantes de patogenos. Ademas, es la
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timica manera de asegurar que se mantiene el maximo de diversidad. sin nesgo de perderlo
debido a la perdida de viabilidad de las semillas.  Por otro lado. la conservacion de este
recurso /n sifu, permite la conservacion del habitat entero con todas las especies que
confaorman el ecosistema, que en ¢l caso del humedal de Medio Queso, son muchas y muy
valiosas para el desarrollo del ecoturismo v como fuente de padrotes para criaderos o

VIVEr[s.

Agradecimientos

[Los autores desean agradecer a el Instituto Intermnacional de Investigaciones cn Arroz
(Filipinas) por el financiamientp y el apove 2 esia investigacion. El Centro de
Investigacion en Desarrollo Sostenible (CIEDES). especialmente a su director Dr. Carlos
Quesada, por el apoyo con el sistema de informacion geografico. Al Dr. Pedre Leodn por
su amabilidad en permitirme aprender v llevar a cabo el analisis de microsatclites en su
laboratorio. A Revnaldo Pereira v Andrezs Busse. por darme toda ia informacion
necesaria para tener éxito muy rapidamente en la electroforesis en acrilamida y la tincion

can plata.






poblaciones de ©. glumaepalula de Costa Rica

Loc y alelos Poblaciongs

hMurcielago Refugic  Cortez  Delirio Mura Domingo
RMS. 1 1.000 1.000 0.283 0.577 0.727 0.000
RIi5.2 0.0G0 0.000 0.717 0.423 0.273 1.000
RM13.1 1.000 1.000 1.000 0.962 0.708 0.396
RM13.2 0.000 0.000 0.000 0.638 0.252 0.604
RM17.1 1.000 1.000 1.000 1.G00 0.687 0.444
RM17.2 0.000 0.000 0.000 D.000 0.333 0.556
RM22.1 0.000 0.333 0.000 0.192 0.500 .958
RM22.2 0.000 0667 0.152 0.019 0.042 0.021
RM22.3 0 000 0.000 0.848 0788 0.458 0.021
RM22.4 1.000 0.000 0.000 0.000 0.0c0 0.000
RM38.1 1.000 1.000 1.000 0.023 0.792 0.188
RIM38.2 0.000 0.000 0.000 0.077 0.167 0.813
Rm255 1 {.000 0.000 0.913 0.042 0.0OG 0.000
RM255.2 0.000 1.000 0.087 =4 0.250 0.522
RM255.3 0.000 0.000 0.009 2Ca2 0.750 0.478
RM255.4 1.000 0.000 C.000 o 235 0.000 0.000
n 12 21 23 2% i2 24




Cuadro 3. Polimorfismo. diversidad genetica (HE) y heterocigosidad observada en
O. glumaepalula de Costa Rica.

Poblacion Muestra A P Ho HE

Murcielago 12 1 0 0 0
Refugio 21 1.1 143 0.082 0.085
Corez 23 1.4 429 0.025 012
Delirio 26 2 714 0.027 0.175
Muro 12 21 857 0.24 0.375
Domingo 24 1.9 714 0.185 0.274
Total 118 1.6~ 47 5°* 0.0831" 0.168*

A: alelos por locus. un locus se determing coma palimdrfico si se enconird mas de
un alelo. P: porcentaje de loci polimérficos. HE: helerocigosidad esperada (diversi
dad genética)., Ho: heterocigosidad observada.

* Promedio de todas las poblaciones



Cuadro 4. Estadisticas F de \Wright (1965), RHO (Rst calc) (Slatkin. 1995)
y RST (Arlequin} para cada laci y el promedio calculado para 1as pobla
ciones de O. glumaepatfi/a de Costa Rica a parir de la frecuencia de ale

los de microsatélites.

Locus Fis Fst FIT__ RHO (Stcalc)
RM 5 0.8105 0.54689 0.8141 D.65723
RM13 0.2375 D.4241 0.5808 0.50154
RM17 -0.0227 0.4048 0.3913 0.73766
RM22 0.2622 0.6011 0 7057 0.73127
RM33 0.7356 0.6062 0 895¢ 0.59255
RM255 06578 08857 { 8825 0.88431
Promedio 0.4781 D 5819 0 7818 0.7628 + 0.0017EE

Promedio de RHO y error estandar calculados haciendo 1000 bootsirap.



-uadro 5, Estructura genética de la poblacién de O. glumaepatula de Costa Rica entera y sélo para la
robiacion de Medio Queso. explicada por la proporcion de los componentes de ia variancia molecular
:bservada (AMOWVA)

Tiodas las poblaciones Sélo Medio Queso
R v Porc F v Porc R V Por¢ F v Porc

Intre grupos/total (FCT} 0.713 208 7135 0588 0912 588 0601 137 6011 055 0.846 55.02
=ntre

ablaciones/grupos

=ST) 0.147 0,123 4.23 0186 0.125 511 0128 0.118 516 0175 0.121 7.88

Zmre individuos dentio
:2 poblaciones (FIS) 0.453 0.323 11.09 0462 0.237 14,2 0453 0.36 1576 0463 G284 17.16

“otal (FIT) D.866 2.922 0822 1.54 0.81 2.288 0.8 1.538

“odas los valores significativas p<0.001 segun la prueba de significancia con 1023 permutaciones
= Rst (Slatkin, 1995); F: F de Wright {1965). V: componentes de variancia; Porc; porcentaje de
-ariancia explicada



Cuadro 6, Grado de parentesco (R} entre {os individues dentro de las poblaciones

de Q. glumaepatula de Costa Rica

Pobiacion R EE tC 559
Murciélago 1 0 0
Refugio 049327 0.0681 a.1752
Cortez 0.7316 0.1098 0.2822
Delirio 0.5365 0.1486 0.3821
Muro 01833 Q.1536 0.394%
Domingo 0.6784 4.1173 g.3017
Promedio entre

poblaciones 0.1092 0.017¢ 0.0452
Promedio dentro 0.6593 g.032 0.0822

R: grado de parentesco; EE: emor estandar; 1C95%: intervalo de confianza del 5%



~ Comparacidn de tos valores de diversidad y estructuracion genética de las poblaciones de O. glumae
== Amazonas y de Costa Rica

£n  Pobs l P A Ho HE FIS e P 1
Fca 6 118 0.48 1.6 0.093 0.168 0.453 0.713 0.866
ka3

37 1090 0.16 1.18 0.003 0.044 0.931 0.346 0.985
855 Y
&y (b) 4 192 0.1875 1.25 0.0125 0.124 0.93 0.31 0.97

“ebiaciones: n; nomero de individuos; P: porcentaje de loci polimorficos; A: alelos por locus; Ho: heteroci
1 observada; HE: heterocigosidad esperada. {a) Akimoto et a/., 1998; (b) Buso ef a/., 1998.
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Figura 2. Gel de acrilamida donde se muestran los diferentes alelos encontrados en O. glumaepatula
de Costa Rica para los microsatélites RM255 (A) RM22 (B) y RM38 (C). Carriles: (A) 1-4
Murcielago, 5-9 Delirio. (B) Todos individuos del muro, 3:; heterocigoto 1,3; 10: heterocigoto 2,3 (C)
1 Muro 300.13; 2 Refugio, 3 Domingo , 4 Refugio, 5 Domingo, 6 Refugio.
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Figura 3. Dendrograma que muestra las distancias geneticas (RST) entre las poblaciones y
subpoblaciones de O. glumaepatula de Costa Rica.



Capitulo 7

Discusion Final

Este proyecto surgio de la necesidad de cncontrar recursos 2enéticos para su uso
posterior en mejoramiento  L.a competencia por precios en un mundo globalizado tiene
relacion directa con la eficiencia en la produccion. por lo que variedades mas
productivas, mas tolerantes a los patogenos. con un requerimiento menor de agua y
agroquimicos, asi como también con mejores caracteristicas nutricionales son el abjetivo

de todas las empresas agricolas modernas.

En el caso del arroz las investigaciones realizadas en el cruce interespecifico de
(. rufipogon y O. sativa por los investigadores de CIAT (Colombia) y de la Universidad
de Cornell (Ithaca, NY) han demostrado que se puede aumentar la produccton en
proporcioncs sin precedentes v que diferentes cruces entre las mismas especies pueden

aportar genes diferentes que inciden positivamente en la produccion

Por lo tanto desde un punto de vista hiotecnologico. el resultado de éste trabajo s
el conocimienta de la abundante diversidad a nivel de especies e intraespecitico gue

Costa Rica posee y que puede utilizar a continuacion para el desarrollo de varicdades.

El siguiente paso es factible debido a los precedentes va antes descritos v seria un
desarrollo altamente beneficioso para los agriculiores v la economia del pais.  El papel
de la Universidad de Costa Rica en este desarrollo es vital para que el misma sea

accesible a todos los productores.

Uno de los aspectos fundamentales que resultan de €sta investigacion s que la
diversidad encontrada v su potencial es el resultado de la interaccion entre las especies v
sus respectivos ambientes. Desligar éste germoplasma de su ecosistema. conservandolo
unicamente en bancos de germoplasma. seria eliminar el proceso evolutivo.  Hacer €sto

eliminaria una gran parte de la variabilidad uenética de la especie v le daria la ventaja a



163

ios patogenos.  Ademas de que se corre el riesgo de que los bancos de germoplasma
sufran perdidas debidas a accidentes o falta de presupuesto.  Por todas éstas razones, es

el deber de este pais de proteger estos valiosos recursos en sus ambientes naturales.

Los humedales en los que éstas especies se encuentran son ecosistemas
sumamente diversos pero igualmente fragiles. La mayoria de ellos tienen una presion
considerabla por parte de comunidades aledanas que utilizan los recursos. en ocasiones

de maneras poco viables a largo plazo.

Es nuestro deber informar a las comunidades que tienen relacion con éstos
ecosistemas acerca de os recursos que ahi se encuentran. y de desarrollar una estrategia
de uso y conservacion de estos recursos que les beneficie a ellos directamente.  De ésta
manera la conservacion de los recursos naturales y el desarrollo de las comunidades se

dana de {orma armoniosa.

Adgunos usos de estas cspecies silvestres mvolucran el desarrallo de variedades
cultivadas directamente a partir de las especies silvestres. mediante cruces v seleccion,
para utilizarlas como productos agronomicos alternativos. Estas variedades podrian ser
bien recibidas como “arroz gourmet” en mercados de paises desarrollados donde este tipo
de productos va se encuentran a la venta, como es ¢l caso del -arroz silvestre”

NOrteamericano.

Por otro lado. 1 biotecnotogia moderna esta regida por los derechos de propiedad
intelectual. por lo que las patentes, licencias, contratos de transterencia de materiales.
secretos comerciales v derechos sobre obtenciones vegetales son asuntos comunes
actualmente. En este mundo de derechos y comercializacion tiche la ventaja quien es
duefo dc la tecnologia, pero el conocimiento v la proteccion de nuestros recursos
genéticos. que son fa materia prima de la industria biotecnologica. es la via hacia la
negociacion y el acceso a recursos geneticos de otros paises en igualdad de condiciones,

ast como a la teenologia v al financiamiento para investigacion  La union de la
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De Ja misma manera. €ste sistema dc apareamiento ¥ iz alta frecuencia de aborto
de embriones que se producen en [os cruces interespecificos podrian ser la causa del

patron de distribucion parapétrico de éstas especies, que es muy claro en Costa Rica.

Por otro lado, las plantas de (Jryza rienen en gencral semillas bastante grandes en
comparacion a otras gramineas sibvestres. Aunque no es claro como se dio el desarrollo
de éste tamaia de semilla y debido a quc presion selectiva, si es evidente que ha temdo
una influencia grande en la morfologia de 1a planta, en funcion de disminuir la pérdida de
embriones v la impoitante dotacion energctica que cada une lleva. Asi. aristas largas,
cspinas corneas, grano caedizo, alta sincronizacion de floracion y producaion de semillas

durante el periodo de mundacion. parecen ser parte de un sindrome antidepredacion.

El gran tamafo de la semilla v su minima capacidad de dispersion, unido a la
ineficiencia a largas distancias {mas de 2 m} hacen que e flyo de genes sea muy
limitado entre las poblaciones. Estas caracteristicas hacen que tanto () fatifolice a nivel
del pais entero, como en (). glumaepetnfe en un area tan pequena como 20 Km

cuadrados, presenten una marcada estructuracion genética.

Fsta diversidad gengtica de las poblaciones de . gfumaepamia se debe a
diferentes factores como la diferenciacion de las poblaciones debida a frecuencias
alclicas, a la aparicion de diferentes alelos v también a las diversas combinaciones de
alslos dentro de los individuos. FEn la mavoria de los casos hay deficiencias de
heterocigotos que Indican un efecto de endocruzamiento producio del apareamieato con
individuos velacionados asi como también por autofertilizacion En otros casos hay
excesos de heterocigolos que pucden ser explicados tnicamente por <f efecto de la
reproduccién clonal que se documentd v que ocurre cominunentie ¢n ésta especic al final

y al principio del periodo de inundacion
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