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“No es la mds fuerte de las especies la que sobrevive,
tampoco es la mds inteligente la que sobrevive.
Es aquella que se adapta mejor al cambio”.

Charles Darwin
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Abstract

Rice (Oryza sativa) is a crop with a major economic interest and the projection of global
world growth make the increase of the food production an imminent need. Framed in the
gramineous family (Poaceae), this crop is a diploid species with 24 chromosomes, and it
is the most important basic harvesting plant in the world, as it satisfies the caloric needs
of half of the world’s population. The Oryza genus includes 24 species, but just two of
them are cultivated: Oryza sativa and Oryza glaberrima. Firstly, O. sativa is characterized
by its length, approximately about 0.4 to 2 meters and its semiaquatic nature. O. sativa
cultivars are classified in five subspecies, corresponding to indica, aus, aromatic,
temperate japonica and tropical japonica. The aus are minor groups commonly
considered subspecies or ecotypes indica (from the Himalayan region), the temperate
japonica (from China, Korea, Japan and Europe), tropical japonica (from Malaysia,
Indonesia and Philippines) and aromatic (from Pakistan, India and some other countries).
Secondly, O. Glaberrima is cultivated in a minority way in west Africa. The japonica
subspecies is the most cultivate in Europe due to its adaptation to temperate climates and
its use as an ingredient of local typical dishes worldwide known as the Italian risotto or
the Spanish paella. The global rice production in 2019 reached the 500.6 millions of tons,
a value 0.8% lower than the historical maximum of 2018, with 506.3 millions of tons, due
to climatic factors. In Europe, the production of rice only reaches the 0.6% of the global
production, with Italy and Spain as the main producers.

This Thesis is part of the NEURICE project (New commercial European RICE), a
HORIZON 2020 project funded by the European Union. We used two
varieties japonicas sensitive temperate salinity provided by Camara Arrossera of the
Montsiaa long grain PL12 and one medium grain PM37, were crossed with
two Indica donors carrying Saltol: FL478, a salinity-tolerant RIL obtained from the
Pokkali x IR29 cross and IR64- Saltol, a salt-tolerant NIL obtained from the cross FL478
X IR64 . The crosses between PL12 and FL478 were called LP, and the crosses between
PM37 and IR64- Saltol were called MS. This thesis has managed to evaluate, for the first
time, tolerance to salinity in the new Saltol LP and MS lines from the crosses between
the parents and to obtain the new Saltol lines. Therefore, the thesis is divided into three
research areas or experiments: 1) The introgression of a QTL Saltol to obtain new lines
of rice tolerant to salinity verified through two years of field trials where interesting
morphological analogies were found with respect to the number of shoots / plants, number
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of panicles / plants, length of the plant and panicle fertility percentage to mitigate the
adverse impact of salinity and avoid the loss of apple snail production in the Ebro delta.
2) in vitro optimization for six different varieties of Mediterranean template japonica and
a tropical indica by the addition of an adjustable concentration design such as 2.50 UM,
3.00 uM, 3.25 uM and 3.50 uM (concentration at the limit of lethality) of the herbicide
Cycloxidim to select resistant individuals, 3) the crossing of a herbicide-
resistant tropical indica line with six commercial Mediterranean elite lines by forced
hybridization following a backcrossing scheme, using an optimized embryo rescue
technique to accelerate the process and CAPS selection of the descendants presenting the
mutant OSACC2 allele of resistance to the herbicide Cicloxidim.
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Abreviaciones

ACC Acetil CoA Carboxilasa

ACP Proteina Portadora de Acilo

ADN Acido Desoxirribonucleico

AHAS Acetohidroxiécido Sintasa

ALS Acetolactato Sintasa

AOPP Ariloxifenoxipropionatos

ATP Adenosin Trifosfato

BC  Biotina Carboxilasa

BCCP Proteina Transportadora de Carboxilo de Biotina
BCs Backcross (retrocuzamientos)

CAPs Secuencia Polimorfica Amplificada y Clivada
CDH Ciclohexanodionas

CT  Carboxilo Transferasa

DAG Diacylglycerol

EPSP Enolpiruvilshikimato 3-Fosfato Sintasa

FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FD  Ferrodoxina

HRC Cultivos Resistentes a los Herbicidas

HRAC Comité de Accion de Resistencia a Herbicidas
HPPD Hidroxifenilpiruvato Dioxigenasa

IRRI Instituto Internacional de Investigacion del Arroz
KASP Alelo competitivo PCR especifica

KAS 3-cetoacil-ACP sintasa

LP:  cruce entre las variedades PL12 y FL478

MS: cruce entre las variedades PM37 y IR64-Saltol
MAS Seleccion Asistida por Marcadores

NEURICE  Proyecto Europeo H2020 ‘New EUropean Rice’
NILs Lineas Casi Isogénicas

OGM Organismos Genéticamente Modificados

PA  &cido fosfatidico

PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa

PD  Parental Donador



PDS
PPO
PR
PSII
QTL
SES
TAG

Fitoeno Desaturasa

Protoporfirilpiruvato Dioxigenasa

Parental Recurrente

Fotosistema Il

Cartografia de loci para Caracteres Cuantitativos
Sistema de visualizacion estandar

Triacilglicerol
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1.Introduccion

1.1.  Importancia del arroz

1.1.1 El cultivo de Arroz

El arroz (Oryza sativa) es uno de los cultivos méas antiguos y en la actualidad esta
considerado como uno de los alimentos principales de la humanidad (Bernis & Pamies,
2004). El origen de la domesticacion de este cereal se estima en ~ 8,200-13,500 afios
A.C., segun los datos arqueoldgicos conocidos sugieren que el arroz se cultivd por
primera vez en el valle de Yangtzé en China (Molina et al., 2011). Retrospectivamente y
llegando a la actualidad, hoy solo se cultivan dos especies: O. sativa y O. glaberrima.
Estas dos especies diploides (2n = 24) fueron domesticadas en diferentes condiciones
ambientales. O. sativa fue domesticada en el sur y sureste de Asia y se cultiva
ampliamente en todo el mundo, mientras que O. glaberrima fue domesticada y solo se
cultiva de manera minoritaria en Africa occidental. Los cultivares de O. sativa se
clasifican en cinco subespecies, que corresponden a indica, aus, aromatica, japonica

templada y japonica tropical (Figura 1).

[Common ancestor

(Oryza sp.)
I
| }
[ O. rufipogon ] [O. fongismmfnara]
| I
O. nivara ] l 0. breviligulata }
l l
O. sativa ] ‘ 0. glaberrima }
| |
Q. sativa ssp. Q. sativa ssp.
indica Japonica
l—l—l i l 1
‘ Indica ‘ [ Aus ‘ (Tempemte} [ Tropical ] [Ammaric ‘

Figura 1. - Clasificacion filogenética del arroz. Datos adaptados de Garris et al. (2005).
De hecho, las subespecies de O. Sativa como los aus son grupos menores que
generalmente se consideran ecotipos indica y se encuentran en el Himalaya. Después la
japonica templada situada en China, Corea, Japon y Europa. La japonica tropical

ubicada entre Malasia, Indonesia y Filipinas) y la aromatica localizada entre Pakistan,
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India y algunos otros paises (Garris et al., 2005). Sin embargo, la clasificacion fenotipica
tradicional simplemente distingue dos subespecies: O. sativa ssp. indica y O. sativa ssp.
japonica (Parray et al., 2019).

1.1.2 Fisiologia del arroz

El arroz es una planta monocotiledonea que es miembro del género Oryza y la familia
Poaceae, de 40-150 cm de alto, que se cultiva en diferentes ambientes desde suelos
inundados, a suelos secos (Molina et al., 2011; Vaughan et al., 2003). El ciclo de
crecimiento del arroz se divide en tres etapas de crecimiento: a) etapa germinacion, b)
etapa reproductiva y c¢) etapa de maduracién (Fageria et al., 2006). En la primera fase, las
semillas germinan mediante la absorcién répida del agua, dando lugar a la aparicion del
coledptilo, seguido de las hojas verdaderas y con la aparicion del primer macollo se
completa la primera fase. La segunda fase o etapa reproductiva comienza con la iniciacién
de la panicula dentro de la vaina, la cual una vez formada saldra dando lugar a la floracion
de dicha panicula. Finalmente, durante la tercera fase, el grano estd completamente
desarrollado cambiando su tonalidad verdosa y alcanzando su maduracién en mas del

80% de las espiguillas de la panicula (Figura 2).
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Figura 2. Etapas de crecimiento de la Planta del Arroz. Datos adaptados de Hardke et al. (2018)

1.1.3 Produccion del arroz

En la actualidad, el arroz es el segundo cereal mas producido en el mundo, justo por detras
del maiz, con 506,3 millones de toneladas (de arroz blanqueado) recogidas en la campafia
de 2018 y en el 2019 se situd con 500,6 millones de toneladas (de arroz blanqueado), o
sea, un 0,8 % menos que el maximo histérico de 2018, (Tabla 1) (Bedford et al., 2020;
Bedford et al., 2019). No obstante, se pronostica que la produccion mundial de arroz en
2020 superaran el nivel de 2019 (Marocco & Milo, 2019).
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Tabla 1. - Produccion de arroz a nivel mundial, principales paises lideres en produccion
(promedio de 2018-2020). Datos modificados de Bedford et al. (2020).

Cambios
2018 2019 2020 2019 a

2020
millones de toneladas %

China 145.3 143.6 144.2 0.4
India 116.5 117.9 119.2 1.1
Bangladesh 36.4 36.9 36.9 -0.2
Indonesia 37.9 35 34.6 -1.1
Vietnam 28.6 28.2 28.3 0.3
Tailandia 21.4 18.8 21.4 13.7
Myanmar 15.7 15.4 15.8 3.1
Filipinas 12.2 12.3 12.4 0.9
Brasil 8.2 7.1 7.4 3.9
Pakistan 7.2 7.2 7.9 10.1
Japén 7.4 7.4 7.4 0.7
EE. UU. 7.1 5.9 6.9 17.1
Camboya 6.5 6.5 6.6 1.5

Nigeria 5 5.1 5.1 1

Egipto 2.8 4.6 5 7.6
Mundial 506.3 500.6 508.7 1.6

El arroz se cultiva en todos los continentes menos la Antartida (Figura 3), desde las tierras
secas hasta los humedales y desde las orillas del rio Amur (frontera entre Rusia y China)
a 53° de latitud norte hasta el centro de Argentina a 40° de latitud sur, en climas frios
como las montafias de Nepal a altitudes de mas de 2.600 m sobre el nivel del mar, asi
como en los desiertos calidos de Egipto. Sin embargo, la mayor parte de la produccion
anual proviene de zonas de clima tropical (Nguyen, 2004). El arroz ha formado parte de
las identidades culturales de muchas civilizaciones, se ha convertido en una fuente de
divisas para varios paises y estd desempefiando un papel fundamental en sus economias
(Chauhan et al., 2017).

22



Produccion de
ade - 4 arroz/ Toneladas
. *  Asia 90,7%
*  Ameéricas 5,2%
o Africa 3,4%
*  Europa 0,6%
* QOceania 0,1%

/ " Fa
v .
7 A TS

% NORTH
AMER IGA

\\‘ .Y -

| '¢:A.‘-L"QIC;‘A‘

Sou!n!«'
AMERICA ¢ t

Figura 3. — Principales productores de arroz. Datos adaptados FAOSTAT (2018).
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En Europa el arroz tiene una gran importancia sociocultural porque es uno de los
alimentos basicos de la dieta mediterranea, pese a que el consumo anual de arroz per
capita es de 6 a 18 kg en las regiones del sur y tan solo de 3,5 a 5,5 kg en las regiones del
norte (McLean et al., 2013), siendo la produccion de aproximadamente 437.000 ha.
Ademas, el consumo de arroz en Europa es muy inferior en comparacion con Asia. Los,
principales productores europeos son Italia (220.000 ha) y Espafia (110.000 ha), estos dos
paises producen mas del 75% del arroz europeo (FAO, 2018), mientras que Grecia,
Portugal y Francia (30.000 ha cada uno) (Frouin et al., 2018).

El cultivo del arroz en Europa tiene una gran importancia ecologica porgque ha generado
humedales artificiales, los cuales estdn sustituyendo a humedales naturales ya
extinguidos, y asi se constituyen en un habitat clave para las aves migratorias (Kraehmer
et al., 2017). Entre el 70-80% del cultivo en Europa son variedades de grano redondo y
medio (Bernis & Pamies, 2008; Ferrero, 2007). Espafia produce una cantidad alta de arroz
de grano largo en comparacion con la media europea (Tabla 2). El rendimiento promedio
de las variedades de grano medio y redondo oscila entre 6,5-6,7 t/ha, mientras que para

las variedades de grano largo es de 7,1-7,8 t/ha.
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Tabla 2. - Principales paises productores de arroz en Europa FAOSTAT (2013).

Superficie | Produccion | Rendimientos

Pais (ha) (t) (t/ha)
Italia 212500 | 1339000 6.3
Espafia 113200 851500 7.52
Portugal | 31200 168300 5.39
Grecia 29200 227000 7.77
Francia 20300 82000 4.04
Rumania 11579 54646 4.71
Bulgaria 10000 54900 5.49
Hungria 2500 9800 3.92

De hecho, las principales regiones productoras de arroz espafiolas en cuanto a superficie

cultivada son Andalucia, Extremadura, Cataluiia en el Delta del Ebro, la Comunidad

Valenciana, Aragén y Navarra (Figura 4y 5).
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Figura 4. - Distribucion de la produccion (t) de arroz por Comunidad Auténoma. Datos adaptados

de Guerrero (2017).
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Figura 5. - Distribucion de la superficie cultivada de arroz (ha) de las Comunidades Auténomas
de Espaiia. Datos adaptados de Guerrero (2017).

Ademas se observaron aumentos repentinos en la demanda interna de arroz indica los
primeros 5 meses del 2020 por el COVID-19, y algunas restricciones temporales de
exportacion establecidas por algunos paises exportadores como Vietnam (Bedford et al.,
2020). Asimismo, se espera que la produccion mundial de arroz se mantenga equilibrada
y viable a pesar de las preocupaciones sobre los impactos de COVID-19 (Tabla 3). Si
bien las interrupciones localizadas en gran parte es debido a problemas logisticos, estos
podrian plantear desafios para la produccion, pero es poco probable que Ileguen a suponer

dafos significativos en el abastecimiento europeo (FAOSTAT, 2019).

Tabla 3. Perspectivas alimentarias del mercado mundial de arroz. Datos adaptados de Bedford
et al. (2020). 1/ Los datos sobre produccion se refieren al primer afio indicado. Por produccion
de arroz se entiende produccion de arroz elaborado. 2/ Produccién mds existencias al inicio del
ejercicio. 3/ Los datos sobre comercio se refieren a las exportaciones durante la campaia
comercial, que va de julio a junio en el caso del trigo y los cereales secundarios y de enero a
diciembre en el caso del arroz (segundo afio indicado). 4/ Puede no ser igual a la diferencia entre
suministros y utilizacion debido a las diferencias en las campafias comerciales de los distintos
paises. 5/ Los cinco mayores exportadores de granos son la Argentina, Australia, Canadd, la
Union Europea y los Estados Unidos; los mayores exportadores de arroz son la India, Pakistan,
Tailandia, los Estados Unidos y Vietnam. Por “desaparicion” se entiende la utilizacion interna
mds las exportaciones para una campafa dada.
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Relacién
lacié existencias-
., . Existencias Relacion desaparicio
Produccién |Suministros| 3 . mundial

1 2 Utilizacién | Comercio ¥ | al final del . ) n
.4 |existencias-| . .

ejercicio ... |principales

utilizacion
exportador
es”
[ millones toneladas (t) ........ ) (...porciento (%)...)
2011/12 480.0 609.0 462.0 40.6 146.6 31.2 25.2
2012/13 484.9 631.5 469.1 40.2 162.1 33.7 28.0
2013/14 490.6 652.6 480.2 455 171.6 35.2 29.0
2014/15 490.1 661.6 486.8 45.1 173.6 354 24.6
2015/16 488.6 662.2 490.3 41.4 172.0 34.8 19.7
2016/17 496.5 668.5 494.1 48.4 173.0 34.8 18.9
2017/18 499.4 672.3 497.3 48.5 176.3 35.3 18.1
2018/19 506.3 682.5 499.9 44.1 184.6 36.8 22.6
2019/20 500.6 685.2 502.0 44.9 183.4 36.0 25.1
2020/21 (04
. 508.7 692.1 510.0 47.6 182.0 35.3 25.1
junio 2020)

La produccion de arroz sufre alteraciones negativas por diversos factores climaticos que
no se pueden controlar como, por ejemplo, el fenomeno del nifio, el cual afecto el
resultado final de la temporada de 2019 (Bedford et al., 2020). Por tanto, podemos
considerar que el cambio climatico originara un riesgo para el abastecimiento alimentario
en gran parte de la poblacion mundial (Cheeseman, 2016; Lal, 2014). En resumen, el
arroz es uno de los principales cultivos basicos que se requiere para alimentar diariamente
a casi la mitad de la poblacion mundial (Dawe et al., 2010), la cual se estima que alcance
los 7.794 millones de personas durante este afio (FAOSTAT, 2019).

1.2.  Cambio Climatico y sus Consecuencias

El cambio climéatico ha generado variabilidad en las estaciones del afio, lo cual ha
provocado que en las ultimas décadas existan efectos directos e indirectos, entre ellos
podemos mencionar: los cambios en los regimenes pluviométricos, sequias, inundaciones
y la redistribucion geografica de plagas y enfermedades (FAOSTAT, 2019; Jagadish
et al., 2015). Ademas, la contaminacion y disminucion de la biodiversidad han acelerado
el aumento de las temperaturas lo cual ha generado escases en la disponibilidad del agua,
siendo un riesgo importante y creciente para los proximos afios. También, se ha
incrementado el riesgo de inundaciones debido al aumento en el nivel del mar lo que ha
ocasionado el desborde a los deltas provocando su salinizacion y cambios en sus

ecosistemas terrestres (Futhazar et al., 2018).
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Aproximadamente 500 millones de personas viven en zonas afectadas por la
desertificacion. Las regiones que experimentan ese problemay las tierras aridas también
son mas vulnerables al cambio climético y los fenGmenos extremos, como sequias, olas
de calor y tormentas de polvo. Ademas, el aumento de la poblacién mundial no hace sino
someter esas zonas a mas presion. También se observa un agravamiento en la escasez de
agua en tierras aridas, dafios por incendios e inestabilidad del sistema alimentario, incluso
en un escenario de calentamiento global de aproximadamente 1,5-2 °C, con una
estimacion para el 2100 de incremento de la temperatura promedio entre 1,4y 58 °C y
un aumento del nivel del mar entre 10 y 20 cm (IPCC, 2014; IPPC, 2019). Las
oscilaciones naturales de temperatura en las Ultimas décadas deben tenerse en cuenta para
evitar la subestimacion del calentamiento global de la cuenca mediterranea para evitar
mayores consecuencias en el futuro (Macias et al., 2013). Probablemente el aumento de
la temperatura alrededor de las costas mediterraneas sea mayor que los observados en
otras regiones de la misma latitud (Parray et al., 2019). Los eventos extremos del cambio
climatico como el aumento de CO», la temperatura, las inundaciones, las sequias y
ciclones, el aumento del nivel del mar y otros problemas relacionados, como la salinidad,
representan el verdadero desafio para el cultivo de arroz, en las diferentes zonas
productoras a nivel mundial (Chen et al., 2020).

Un ejemplo reciente del cambio climéatico ha ocurrido en el mes de enero (2020), el delta
del Ebro ha sufrido uno de los temporales mas graves de los ultimos afios (temporal
Gloria), quedando completamente inundado por el mar 3.000 hectéareas de arrozales y
penetrando 3 kilometros tierra adentro, haciendo desaparecer playas y arrozales (La
Vanguardia, 2020). Sin lugar a duda el cambio climatico estd mas cerca de lo que
pensamos.

1.2.1 Estrés abidtico: Sequia y salinidad

1.2.1.1 Estrés abidtico

El estrés abiotico en las plantas origina una serie de cambios fisiologicos y bioquimicos
que reducen el crecimiento y el rendimiento de sus funciones normales, esta serie de
cambios actdan principalmente cuando existe un déficit en parametros como la luz, el
agua, el COy, el oxigeno, la temperatura, las toxinas, el contenido de nutrientes y la
disponibilidad del suelo (Taiz et al., 2015).

Los mecanismos de respuesta en las plantas actian de manera constante es decir que, si
son afectadas o sometidas por el estrés abidtico, ellas regularan tempranamente su

metabolismo energético y sintetizaran sus proteinas para ayudar a la conservacion
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energética de la planta y otros mecanismos de proteccion. Sin embargo, a pesar de los
mecanismos de respuesta, se reflejaran cambios en el desarrollo vegetativo, reproductivo,
celular, enzimatico, canales ionicos, acumulacion de metabolitos y modificaciones de la
estructura del ADN o ARN pero sin llegar afectar la secuencia genética de las plantas
(Cramer et al., 2011).

En efecto, el estrés abiotico tiene un impacto negativo en el rendimiento de los cultivos,
lo cual provoca numerosas reacciones de estrés fisioldgico en las plantas que pueden verse
alteradas en su composicion quimica y por tanto en la calidad final de sus cultivos. Por
tanto, citaremos algunas de las respuestas fisioldgicas mas habituales de la planta: 1) La
regulacion molecular de los procesos genéticos y enzimaticos involucrados en la
biosintesis de compuestos como almidoén, lipidos y antioxidantes, los cuales inducen
cambios en la calidad del cultivo. 2) la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) produce un estrés oxidativo, el cual acelera los procesos como la muerte celular
programada y la senescencia foliar de las plantas. 3) la senescencia acelerada produce
trastornos de los nutrientes y acorta el tiempo en el proceso de maduracion final. 4) la
reduccion del contenido del agua aumenta la concentracion de los nutrientes. 5) la
absorcion y translocacion alterada de minerales por falta de agua, nutrientes y superficies
salinizadas. 6) la reduccion de la biomasa debido a la insuficiencia del carbono
fotosintético afecta el rendimiento y los rasgos de calidad del cultivo final (Wang & Frei,
2011).

Cabe sefalar que el arroz es uno de los cultivos mas sensibles a la salinidad y se estima
que su productividad disminuira a medida que aumente la temperatura. Ademas, los
regimenes de temperatura influyen no solo en la duracion del crecimiento, sino también
en el patron de crecimiento y la productividad de los cultivos de arroz. Las temperaturas
extremas, ya sean bajas o altas causan dafios a la planta. En las regiones tropicales, las
altas temperaturas son una limitacién para su produccién. Asi pues, El efecto més dafiino
esta en la esterilidad del grano; es decir, solo 1 o 2 horas de alta temperatura (superior a
40°C) en la antesis, desde que empieza el espigado hasta que completa la floracion, dan
como resultado en gran porcentaje la esterilidad del grano de arroz (Nguyen, 2004).
1.2.1.2 Sequia

El agua es un elemento esencial para la supervivencia de las plantas, por tanto, los déficits
hidricos limitan su crecimiento y produccion. De hecho, la demanda de agua para la
agricultura podria duplicarse para el afio 2050, mientras que para los recursos de agua

dulce se prevé una disminucién del 50% debido al cambio climatico (Figura 6). Sin
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embargo, las plantas han desarrollado estrategias naturales de adaptacion con el fin de
evitar la pérdida de agua, equilibrar su suministro 6ptimo a los 6rganos vitales, mantener

el contenido de agua celular, perdurar durante periodos de sequia y acelerar la fase

reproductiva antes de ver afectada su supervivencia (Gupta et al., 2020).
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Figura 6. Prediccion hasta el afio 2050 del clima global, la agricultura y la seguridad alimentaria.
(A) La escasez de agua aumentard en los proximos afios, debido al crecimiento continuo de la
poblacion mundial, la produccion de cultivos también debe aumentar para satisfacer las
necesidades bdsicas. B) La flecha indica el numero estimado de personas que viven en zonas con
escasez de agua. (C) La flecha indica la demanda prevista de tierra cultivable para garantizar la
seguridad alimentaria. (D) La flecha indica la disminucidn prevista en la disponibilidad de agua
dulce para la agricultura, dadas las tendencias actuales de cambio climdtico y precipitacion.
Figura modificada de Gupta et al. (2020).

La sequia acarrea consecuencias severas, a medida que la temperatura se ha incrementado
en el transcurso de las ultimas décadas, su duracion se ha prolongado durante periodos
con ausencia o deficiencia marcada de precipitacion que resulta en escasez de aguay a su
vez provoca un desequilibrio hidrologico alarmante (Henry et al., 1996). La constante
sequia también estd influenciada por el aumento de la concentracion de didxido de
carbono atmosférico (CO2), metano y 6xido nitroso. La liberacion indiscriminada de
gases ha alterado el equilibrio de radiacion de la atmdsfera , provocando el aumento
gradual de la temperatura (FAO, 2001).

En tal sentido, la sequia sin lugar a dudas afecta severamente al arroz en comparacion con
otros cultivos porque su efecto negativo reduce los recursos acuiferos, los cuales son
requeridos en mayor volumen por los cultivos de arroz. En consecuencia, la planta de

arroz ha desarrollado modificaciones al estrés por sequia en los siguientes niveles:
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a) nivel morfolodgico, se produce una reduccion en la germinacion, el nimero y tamafio
de la hoja, la biomasa y en el crecimiento celular (ademaés, se cierran las estomas y se
observan necrosis foliares). b) nivel fisiol6gico y bioquimico, desarrollan reducciones en
la transpiracion, la fotosintesis, en el contenido de la clorofila, en la conductancia
estomatica y en la actividad del PSII (fotosistema IlI). c) nivel molecular, desarrolla
cambios en la expresidn genética y se activan los factores de transcripcion y las vias de
sefializacion. Sin duda los efectos negativos de la sequia condicionan las caracteristicas
y el rendimiento en el cultivo del arroz (Ndjiondjop et al., 2018).

1.2.1.3 Salinidad

Paralelamente a la sequia, el cambio climatico acarrea otras consecuencias como las
variaciones en el ciclo hidroldgico, aumento en el nivel del mar, erosion de las costas y
sobre todo la salinizacion de los suelos a causa de las inundaciones con mareas que se
adentran en terrenos fértiles, los cuales se ven afectados tanto en la capa superficial como
en las capas subterraneas donde existen reservorios de agua dulce. Estas al ser inundadas
son contaminadas con agua salada de mar que aumenta su concentracion de sales solubles
en el agua del suelo y a su vez provocan un cambio negativo para sus nutrientes
(Daliakopoulos et al., 2016).

La salinidad del suelo es un problema global muy importante debido a su impacto adverso
en la productividad y sostenibilidad agricola. Los problemas salinos ocurren en diferentes
condiciones climaticas y pueden resultar de acciones tanto naturales como inducidas por
el hombre. En general, los suelos salinos lixivian sales minerales y se encuentran en
regiones aridas y semidaridas, donde la lluvia es insuficiente para satisfacer las necesidades
acuiferas de los cultivos. Por su parte, la salinidad en el suelo dependera de las diferentes
texturas de sus capas, su conductividad hidraulica, el tipo de sistemay la calidad de riego
utilizado para el crecimiento de las plantas (Figura 7). Por estas razones se reduce la
productividad de los cultivos en campos salinos porque los agricultores se ven obligados
abandonar sus tierras por el alto coste en la recuperacion y tratamiento (con materia

organica y nutrientes) de estos suelos salinizados (Zaman et al., 2018).
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Figura 7.- Patron de acumulacion de sal, mal sistema de riego; cualquier planta que crezca en
la zona se verd altamente afectada. Figura modificada de Zaman et al. (2018).

La salinidad es la segunda restriccién méas devastadora en la produccion de arroz, después
de la sequia, generando estrés osmotico, desequilibrio nutricional y toxicidad i6nica, lo
que afecta el crecimiento y desarrollo en la planta causando una disminucién en la
productividad (Ismail & Horie, 2017). Pero ambos estreses actlian de manera conjunta,
debido al efecto producido por el cambio climéatico. Por ejemplo, en algunos lugares
existen sequias extremas y en otras, lluvias abundantes. Ademas, el avance del mar esta
provocando uno de los problemas mas importantes para las zonas costeras del mundo,
sobre todo en los deltas, debido al aumento del nivel del mar, las inundaciones por mareas
y el movimiento de las aguas subterraneas salinas, que aumenta la sal soluble del suelo,
produciendo a largo plazo la degradacion de la calidad del suelo y asi mismo eliminando
los acuiferos subterraneos de agua dulce y afectando la capacidad en la produccion de
arroz (Kakar et al., 2019; Rahman et al., 2018; Zelm et al., 2000). De hecho, cada vez se
observan inviernos mas cortos y junto a la reduccién del flujo de agua dulce, haciendo
que el proceso de salinizacion del suelo sea mas acelerado (Rahman et al., 2018).

Se calcula que el incremento salino afectard méas de 600 millones de personas, que podria
llegar a mil millones para 2050, sobre todo los que viven en zonas costeras (Paper, 2014;
Haque, 2006). Por su parte, el mal uso de efluente de drenaje de las areas de riego de
cultivos intensivos como es el arroz, el efluente industrial y las aguas residuales
domésticas pueden también contener altos niveles de sal. Ademas, el exceso de productos
agroquimicos en el cultivo del arroz origina esterilidad en el suelo por la acumulacion de
sales y residuos. En consecuencia, la eliminacion o liberacion incontrolada de estas aguas
y desechos puede conducir a la introduccion de sales en el sistema de aguas subterraneas
(Weert, 2009).

1.2.2 Laregion Saltol, un QTL para la tolerancia a la salinidad en el arroz

Entre los principales cultivos de cereales, el arroz es el mas sensible al estrés por salinidad
(Thomson et al., 2010). Por tanto, los investigadores y agricultores invierten mucho
esfuerzo en desarrollar soluciones orientadas a la tolerancia de la salinidad. De hecho,
esto es posible mediante la caracterizacion de genes o caracteres de rasgos cuantitativos
(QTL, Quantitative Trait Locus) que confieran resistencia al estrés salino. Dentro de este
marco de caracterizacion, Rahman y colaboradores (2017) estudiaron QTLs de tolerancia

a la salinidad en los 12 cromosomas del arroz utilizando una poblacion F5 derivada de
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una variedad tolerante Hesawi y una variedad sensible IR29 a la salinidad, posteriormente
en la poblacion F5 se encontraron 34 QTLs en 10 de los cromosomas (1, 2, 3, 4,5, 6, 7,
8, 11, 12), de los cuales 9 QTLs destacaron por presentar 5 rasgos importantes: 2 QTL
para el SES (Sistema de visualizacion estandar), 2 QTL para la longitud de los brotes, 2
QTL para la longitud de la raiz, 2 QTL para el peso fresco de los brotesy 1 QTL para el
peso seco de los brotes (Rahman et al., 2017).

Debido a la importancia del arroz se han descrito muchos QTL de tolerancia a la salinidad
en los diferentes cromosomas. Sin embargo, en su gran mayoria los autores coinciden que
los méas importantes se encuentran en los cromosomas 1, 4, 6 y 7 los cuales han aportado
el mayor nimero de genes tolerantes al estrés salino (Negrdo et al., 2011). Asimismo,
Thomson y colaboradores (2010) realizaron un detallado estudio en los 12 cromosomas
de arroz, en cruces previamente de las subespecies indica y japonica para localizar
caracteres de interés que mejoren la tolerancia a la salinidad. Con esta informacion,
Thomson y colaboradores (2010) realizaron cruces de variedades de interés agronomicos
tradicionales con variedades tolerantes a la salinidad actualmente conocidas (como Nona
Bokra, Pokkali, Cheriviruppu, SR26B o sus variedades derivadas) (Thomson et al., 2010).
A su vez, el QTL Saltol de tolerancia a la salinidad ha sido estudiado frecuentemente en
Pokkali, el cual tiene una capacidad para mantener la relacion baja de Na*/K* en la parte
aérea (brotes) y una tasa de crecimiento mas rapida en condiciones salinas distribuyendo
la toxicidad en todo el tejido (Walia et al., 2005). También, Lin y colaboradores (2003)
han estudiado el QTL Saltol de tolerancia a la salinidad, utilizando una poblacion F2
derivada de la variedad indica tolerante Nona Bokra y una variedad japonica sensible
Koshihikari donde se identificaron tres QTL en los cromosomas 1, 6 y 7. Asimismo,
Dentro de los tres QTLSs, el de mayor efecto fue el QTL en el cromosoma 1 aumentando
la supervivencia de las plantulas en 1,92 dias. Por otro lado, el QTL del cromosoma 7
obtuvo la mayor concentracion de Na* y el QTL del cromosoma 1 para K*, ambos en los
brotes. Cabe afadir, que los QTL detectados en los brotes difieren por muy poco en su
ubicacion respecto al de las raices, indicando que son distintos los genes que controlan el
transporte de Na* y K* en brotes y raices (Lin et al., 2003). Mientras que Chattopadahyay
encontré que el QTL Saltol de Pokkali contiene una variabilidad de 64,3-80,2% en la
relacion Na*/K* de los brotes. Sin embargo, el observé que hay otros alelos presentes en
Pokkali, pero no en su linea derivada FL478, el cual confiere tolerancia a la salinidad a
los nuevos cruces (Chattopadhyay et al., 2014). Cabe destacar que el QTL Saltol se

encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 1 (Figura 8). De hecho Bonilla y
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colaboradores (2002) mapearon el QTL Saltol entre RM23 y RM140 (10,7-12,2 Mb) y
descubrieron una variacion fenotipica del 43% en la relacion Na*/K* de los brotes
(Bonilla et al., 2002). Por altimo, autores como Soda (2013), Waziri (2016) y sus
colaboradores coinciden que el QTL Saltol dentro del perfil de expresién de genes se
encuentra entre los marcadores de repeticion de secuencia simple (SSR) RM1287 y
RM6711 con una longitud aproximada de 10,8-16,4 Mb (Soda et al., 2013; Waziri et al.
2016).

RM1287 10.8Mb
RM3252
RM243 RM8094 11.2Mb
€ SKC1 (OsHKT1)
. RM1287 . 40.8Mb RM3412 11.6Mb
£
5 RM10748 11.8Mb
= l__J € Pectinesterasas
5 “ rRme711 —— RM493 | | 12.3Mb
RM10793 12.5Mb
. \ RM8115 12.7Mb
e RM10825 13.3Mb
- RM10852 | | 14.0Mp €SI
RM5461 RM10864 14.2Mb
RM7643 RM562 14.6Mb
RM10890 14.7Mb
RM7075 15.3Mb
RM10927 15.7Mb
RM6711  16.4Mb

Figura 8. - Ubicacion del QTL Saltol (cuadrado celeste) en el brazo corto del cromosoma 1
flanqueado por los marcadores SSR RM1287 y RM6711. Modificado de Waziri et al. (2016).

Los multiples estudios realizados en el QTL Saltol han permitido identificar el gen SKC1,
el cual se encuentra localizado en la region 11,46 Mb (Thomson et al., 2010), y cuya
principal funcion es la homeostasis de K™ y Na* entre raices y brotes impidiendo que el
Na* sea traslocado hacia los brotes (Ren et al., 2005; Thomson et al., 2010; Platten et al.
2013). Ademas, es importante mencionar a la familia de genes transportadores de K* de
alta afinidad (HKT) porque poseen caracteristicas valiosas para la tolerancia al estrés
salino (Horie et al., 2009; Rubio et al., 2019; Campbell et al., 2017). También, Ren y

colaboradores (2005) estudiaron algunos genes transportadores de potasio (HKT) para

33



demostrar la relevancia de genes como OsHKT1 y AtHKT1, los cuales son
transportadores selectivos de Na*. Entonces, Ren 'y colaboradores determinan que el gen
OsHKT?2 interviene como un transportador acoplado de Na* y K* que pueden actuar
simultdneamente en el arroz Pokkali (de la subespecie indica) tolerante a la salinidad, por
ende, el adecuado funcionamiento del gen SKC1 y el estudio individual de los genes HKT
ayudaran a mejorar la tolerancia a la salinidad en los cultivos de arroz (Ren et al., 2005;
Horie et al., 2001). En retrospectiva, el primer gen HKT fue TaHKT2;1, el cual fue
descubierto en la planta de trigo (Triticum aestivum), como un mediador de transporte de
Na*/K* (Rubio et al., 1995). Ademas, la familia de genes HKT se clasifican en al menos
dos subfamilias: la primera subfamilia HKT1 se encuentra en las especies
monocotiledoneas y dicotiledoneas, los cuales son transportadores selectivos de Na*y
tienen un papel crucial en la tolerancia al estrés salino de las plantas. La segunda
subfamilia son los HKT2 solo descritos en especies monocotiledoneas las cuales son
selectivas tanto para Na* como para K* (Hauser & Horie, 2010; Platten et al., 2006). En
estudios recientes se detectaron diferentes variantes de vinculacion del gen OsHKT1;1 en
una linea Pokkali de arroz indica tolerante a la sal y ademas sugieren una mejor atribucién
de tolerancia a la salinidad en el comportamiento de arroz indica (Imran et al., 2019). Los
mecanismos de exclusion de Na* que estan intervenidos por transportadores HKT1 han
sido estudiados en varias especies de plantas, como Arabidopsis (A. thaliana), Trigo (T.
aestivum) y Arroz (O. Sativa) este Gltimo sugiere ser un transportador selectivo de Na*
OsHKT1;4 para desempefiar la exclusion de Na* de las hojas y tallos sometidos al estrés
salino en las primeras etapas de crecimiento (plantula) y en la etapa reproductiva (Suzuki
et al., 2015). Ademas, la expresion predominante del gen OsHKT1;1 en el floema evoca
su posible participacion en el mecanismo de recirculacion de Na* desde los brotes hasta
las raices (Wang et al., 2015); sin embargo, las funciones fisioldgicas detalladas de
OsHKT1;1 adn no se han esclarecido.

Finalmente, sefialaremos al gen SalT solo como referencia porque se encuentra ubicado
dentro de la region del QTL Saltol y consideran que tiene una respuesta especifica sobre
el patrén de acumulacion de Na* (ajuste osmatico) durante el estrés salino (Claes et al.,
1990). Y algo semejante ocurre con otro gen llamado Pectinesterasa localizado también
dentro de la regidn Saltol, el cual parece ser un otro gen relevante al estrés salino durante
la etapa de plantula (Kumar et al., 2015; Thomson et al., 2010) aunque estos dos ultimos

genes aln no se han estudiado en profundidad.
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1.2.3 El Caracol Manzana

El caracol manzana es un molusco gasteropodo de agua dulce perteneciente al género
Pomacea sp., son nativos de los humedales y ambientes acuaticos de Ameérica del Sur.
Este Ilega a medir hasta quince centimetros de longitud (adulto) y presenta una concha de
forma globosa de color beige a marron, la abertura de la concha puede ser oval o
redondeada y el pie es de color gris amarronado con manchas oscuras. Cabe destacar su
sistema respiratorio doble porque posee un sistema branquial y otro pulmonar. Por ultimo,
su sistema de reproduccion se lleva a cabo mediante la copulacion acuética entre macho
y hembra, su puesta de huevos es terrestre y masiva (alcanza un promedio de 324 a 800
huevos) sobre todo la adhieren en plantas acuaticas y rocas formando una masa ovigera
de color rosa-rojo brillante que al contacto con el aire calcifican y eclosionan
aproximadamente de 7 a 15 dias (Figura 9; Maceda-Veiga et al., 2013).

Figura 9. Pomdcea maculata junto a una puesta de sus huevos (Fuente Generalitat de
Catalufia Programa nacional para la aplicacion de la normativa fitosanitaria. Plan nacional
de contingencia de Pomacea sp. 2018).

El caracol manzana tiene una dieta omnivora, es decir, se alimenta principalmente de
algas marinas, peces y crustaceos, aunque puede diversificar su dieta para adaptarse al
entorno y carece de depredadores naturales en Europa, mientras que en Sudameérica el
aguila caracolera (Rostrhamus sociabilis) y el caiman (Caiman sp.) son sus principales
depredadores. Entonces debemos sefialar que el cultivo de arroz en condiciones de
inundacion supone un ambiente idéneo para la reproduccion del caracol manzana,
utilizando los brotes tiernos y mas jovenes de la planta de arroz como alimento, pudiendo
acabar con cosechas enteras (SIN, 2003). Por esta razon, la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) solicitd el 2014 al Panel de Sanidad Vegetal (PSV)

realizar una evaluacién de riesgos ambientales (ERA) del caracol manzana para la Union
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Europea UE y la considerd una de las peores plagas por gasteropodos en los cultivos de
arroz introducidas en la Union Europea en los Gltimos tiempos, lo que podria provocar
dafios inmensurables en la biodiversidad y la produccion de arroz de los humedales de
Europa (EFSA, 2011, 2016).

El caracol manzana se encuentran entre las 100 especies exoticas invasoras del mundo,
Pomacea canaliculata y Pomacea maculata (también conocida como Pomaceae
insularum) (Weijden et al., 2014). En el mundo, se ha informado de invasiones a paises
tales como: a) paises del este y sudeste asiatico, donde el sur de china estad siendo
gravemente afectado, y b) América del Norte en Los Estados Unidos en zonas como
Luisanay el norte de Florida y ademas en paises de Centroamérica donde esta provocando
graves problemas y pérdidas superiores al 50% en cosechas de arroz.

En Europa se detecto por primera vez en el afio 2009 en Espafia en la zona de Catalufia
mas propiamente en el Delta del Ebro y también esta presente en Georgia (LOpez et al.,
2010). Por consiguiente, se han seguido estudios moleculares para la clasificacion del
género, distribucion e invasion. No obstante, en el del Delta del Ebro debido a la similitud
en la morfologia de las especies parece ser que existe un hibrido de P. insularum x P.
canaliculata (Ravindra et al., 2017) al hallar cierta discrepancia en la identificacion, se
realizo un analisis molecular y se concluy6 que era P. maculata (Lépez et al., 2010). En
la actualidad se siguen varias acciones para controlar la poblacion del caracol manzana
en el rio Ebro, pero la distribucion de P. maculata aumenta constantemente (Oosterom
et al., 2019). Por su parte, en Francia se informo del primer brote en el 2018 en el lago St.
Esprit (Fréjus) (Reporting Service, 2018), solo a 100 km de Ventimiglia (Italia). La
posibilidad de que esta plaga se disperse y acceda a otras zonas arroceras de Europa como
Italia, primer productor de arroz, que permanece en constante alerta para evitar la invasion
de dicha plaga en el Delta del Po, ha llevado a la Union Europea a considerar la
erradicacion del caracol manzana como un asunto prioritario (Silva et al., 2019; Yang
etal., 2018; Lo & Mun, 2019; Brito & Joshi, 2016).

Teniendo en cuenta las diferencias bioldgicas y ecologicas entre las especies de Pomacea
sp., sus adaptaciones y tolerancias a las condiciones ambientales pueden llegar a ser
diferentes, asi como sus niveles de afectacion con respecto a sus patrones de propagacion
y distribucion. Ademas la tolerancia al frio de P. insularum y P caniculata , las convierte
en especies invasoras auin mas dificiles de eliminar (Yoshida et al., 2014; Weijden et al.,
2014 ). De hecho, se plantean la exploracién de otras opciones de eliminacién como el

control fisico, bioldgico y quimico. En tal sentido, en el rio Ebro se empez6 con la
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erradicacion manual, que ha sido el método méas efectivo para controlar nuevos
asentamientos y causando el menor dafio posible a los ambientes naturales, pero llega a
ser muy laborioso y costoso. También se probo la instalacion de mallas metalicas y otras
estructuras para evitar la entrada de caracoles en la red de riego y asi evitar la reinfestacion
de los campos a través de la red de drenaje, aunque se demostré que era insuficiente.
También se aplico la limpieza de maquinaria agricola, siendo obligatoria hoy en dia. El
drenaje de los campos durante el invierno fue una estrategia adoptada durante los
primeros afos de la plaga, y parecio reducir en gran medida las poblaciones de caracoles
en el campo, eliminando al 65-99% de los individuos, aunque los especimenes mas
grandes se entierran y sobreviven. Desde 2016, esta medida es opcional, debido a los
costos asociados, ya que los agricultores no perciben las subvenciones otorgadas por la
Union Europea para mantener los campos inundados durante el invierno, a fin de
mantener la poblacion de aves migratoria (MAAMA, 2015; MINECO, 2018).

Sin embargo, la estrategia mas efectiva ha sido la inundacion de los campos con agua de
mar porque ha producido una mortalidad del 100% de la especie debido a su sensibilidad
salina con una tasa de 20,4% de concentracion salina (Ramakrishnan, 2007). ElI mar
Mediterraneo tiene una concentracion de salinidad de 38% (Borghini et al., 2014). Estas
inundaciones de agua de mar se mantuvieron 30 dias como maximo, y luego los campos
se lavaron con agua dulce. Aunque al principio fueron muy efectivos, los agricultores se
quejaron de los problemas que causaron la salinidad residual en sus campos.

Por otro lado, en Hawai y el sudeste asiatico y en alguna granja ecoldgica de Francia los
patos se usan en campos agricolas para ayudar a eliminar los caracoles manzana en
estadio temprano, no siendo efectivos en caracoles adultos (Musman et al., 2013). El
cangrejo de rio (Austropotamobius italicus) y el pez luna (Mola mola) consumen los
caracoles pequefios (mas pequefios que el tamafio de la boca de los peces), aunque los
adultos completamente desarrollados son demasiado grandes para cualquiera de las dos
especies. También se han utilizado molusquicidas, como las saponinas (triterpenoides
pentaciclicos) derivados de semillas de té (Camellia sinensis) que interrumpen la
respiracion del caracol o un monohidrato de niclosamida (denominado Pestanal, 20,5-
dicloro-40-nitrosalicilanilida), pero probablemente causarian efectos ambientales
negativos en las especies nativas y no erradica al caracol manzana, solo reduce las
perdidas en la cosecha (Olivier et al.,, 2016). Dentro de este orden de acciones y

estrategias, la identificacion correcta de las especies invasoras contribuira a tener el
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conocimiento basico para desarrollar estrategias efectivas del control de plagas, limitar
su propagacion y actuar con la correcta erradicacion (Yang et al., 2018).

1.2.4 Proyecto NEURICE H2020

Como hemos visto en la anterior seccion 1.2.3., los dafios ocasionados por la plaga del
caracol manzana (P. maculata), acarrea muchas pérdidas a los agricultores, esto conllevo
la necesidad de buscar una solucion en la Union Europea para el financiamiento de un
proyecto para afrontar la plaga y, a su vez, evitar su expansion en toda Europa. Al mismo
tiempo, contrarrestar el incremento de la salinidad en el suelo, ocasionado por la subida
del nivel de mar, en consecuencia, implica un nuevo reto para la obtencién de nuevas
lineas de arroz tolerantes a la salinidad. Debido a esto y teniendo el conocimiento que la
region mediterranea se caracteriza basicamente, por tener una temperatura que influye de
forma positiva en la agricultura, pero en la actualidad se est4 viendo seriamente afectada
por el cambio climatico y especies invasoras como el caracol manzana (P. maculata).
Por lo descrito anteriormente en el parrafo 1.2.2.1, nace el Proyecto H2020 NEURICE
(New commercial European RICE), para conseguir arroz tolerante a la salinidad
mediante la introgresion de alelos tolerantes a la sal para proteger al sector arrocero contra
el cambio climético y el caracol manzana (P. maculata). El objetivo principal de este
proyecto fue desarrollar estrategias para la productividad, estabilidad y calidad del arroz
mediante el desarrollo de un nuevo arroz europeo comercial altamente tolerante a la
salinidad.

Las actuales lineas europeas de arroz no son capaces de resistir concentraciones elevadas
de salinidad, un grave problema en las regiones productoras de arroz debido al cambio
climatico. La preocupacion de los agricultores es el aumento de la temperatura global en
el ultimo siglo, especialmente durante los altimos 50 afios (aprox. 0,13°C/ década; IPPC,
2019). Este calentamiento ha sido mas intenso en la region mediterranea, especialmente
en las estaciones de primavera y verano.

Asi, en el proyecto NEURICE, se propuso introducir el QTL Saltol de tolerancia a la
salinidad en variedades mediterrdneas comerciales élites cultivadas en el Delta del Ebro.
De esta manera, se puede conseguir luchar facilmente contra la plaga del caracol manzana
inundando los campos con el agua del mar sin perder el rendimiento del arroz, ya que
estas nuevas variedades tolerarian las condiciones de salinidad residual gracias a la

introgresion de la regién Saltol.
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1.2.5 Malas hierbas
Las malas hierbas son otro estrés bioldgico significativo que dificulta a gran escala la
productividad del arroz en los principales paises productores. En consecuencia, son
elementos decisivos para la erradicacion de las malas hierbas del banco de semillas, las
practicas de labranza, el tipo de siembra utilizado, la temporada de siembra, el fertilizante
o0 el manejo del agua (Rao et al, 2017).
El control de las malas hierbas es de vital importancia en el cultivo de arroz, sobre todo
en aquellas regiones donde se practica siembra directa y no hay rotacion de cultivos, como
es el caso del Delta del Ebro (Catala, 1995).
La diversidad y flexibilidad de las variedades de malas hierbas posibilita que los
agricultores utilicen diferentes métodos para su control y erradicacion, las cuales varian
dependiendo del lugar y la cantidad de siembra, por consiguiente, se puede utilizar los
siguientes métodos: a) el control manual, aunque cada vez es mas dificil, laborioso y
costoso; b) la mecanizacion que permite trabajos agricolas en tiempo mas rapido y menos
trabajo pesado; c) el método tradicional de trasplante de cultivo, que implica una
inmersion continua e inundacion del suelo; d) el método de acolchado consiste en utilizar
residuos organicos como un manto que suprime el crecimiento de malas hierbas y ayuda
a mantener la humedad optima del suelo; €) el método de diversificacion de cultivos
suprime las malas hierbas porque proporciona un suministro de nutrientes equilibrados y
mejora la materia organica del suelo; f) el méetodo de rotacion de cultivos (en detalle su
importancia en el siguiente parrafo); g) el método de los herbicidas, que es efectivo en el
control previo y posterior al nacimiento brote del cultivo del arroz (Rao et al., 2017).
Por otro lado, la rotacién de cultivos es otra forma de disminuir las malas hierbas, porque
las plantaciones de arroz se benefician alternandose con otras cosechas. Asi mismo el
cultivo alternativo dependera del sistema de la zona productora tales como la soja, el trigo
o la quinoa. De este modo gracias a la rotacion se reduce las malas hierbas en un promedio
entre 50-70%, obteniendo mejores rendimientos en la produccion del arroz, por el
contrario las malas hierbas no controladas pueden causar hasta un 80% en pérdidas
(Smith, 1981). En la gran mayoria de malas hierbas, sus semillas permanecen latentes en
el suelo durante periodos desfavorables y rompen esta latencia germinando cuando las
condiciones vuelven hacer favorables (Merritt et al., 2007; Vazquez & Orozco, 1993). La
técnica de la siembra falsa se aplica comdnmente en el cultivo continuo de arroz
estimulando la germinacion de las malas hierbas, con inundaciones de campo y rociando

con herbicidas sistémicos antes de la siembra (Labrada, 2002). El éxito dependera del
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numero de plantas sobrevivientes en contraste a las eliminadas con herbicidas tanto en
cultivos de rotacion como en monocultivos (como el caso del arroz) (Vidotto & Ferrero,
2000).

Las principales malas hierbas durante el cultivo y su posterior cosecha son: chufa
(Scirpus maritimus), la boba (Typha sp.), el mijo (Echinochloa sp.), arroz salvaje (Oryza
sativa f. spontanea), la punta de espada (Cyperus difformis), la Alisma plantago-aquatica
o0 la Heteranthera sp. Ademas, los bancos de semillas pueden ser contaminados por estas
mismas malas hierbas. Para evitar contaminaciones con estas malas hierbas, los
agricultores deben utilizar preferentemente semillas de arroz certificadas libres de toda
maleza. Por otro lado, las estrategias de control de malas hierbas basadas en herbicidas
pueden agravar el problema de ciertas especies en lugar de aliviarlo, por lo tanto los
agricultores tienen que estar adecuadamente asesorados para tomar decisiones que no
afecten al rendimiento del cultivo (Labrada, 2002).

En la actualidad el principal objetivo para la investigacion agricola es la mejora de los
cultivos, mediante el uso de técnicas como el retrocruzamiento asistido por marcadores
moleculares método muy usado por su eficiencia reproductiva y para el desarrollo de
nuevas generaciones con caracteristicas deseadas para los investigadores/productores del
cultivo de arroz (Palanog et al., 2020) y el uso de biotecnologia aplicada. Si bien es cierto
que cada vez las poblaciones de malas hierbas estan desarrollando resistencia a los
herbicidas, la adopcion de nuevas variedades de arroz resistente a los herbicidas, es una
herramienta muy util, brindando una oportunidad de controlar eficientemente el arroz rojo
de malas hierbas y otras especies dificiles de eliminar, especialmente las gramineas
resistentes a otros herbicidas (Olofsdotter et al., 2000).

Las zonas productoras de arroz desarrollan otro papel importante, albergar la vida
silvestre, pero una intensa practica agricola del suelo y ademas un excesivo uso
agroquimico para combatir las malas hierbas, son una potente amenaza a la supervivencia
de la biodiversidad y una disminucion en cuanto a la produccion del arroz (Hosoya &
Sugiyama, 2017). La agricultura ecologica es la forma méas adecuada para mantener los
campos de arroz sin alterar su biodiversidad porque en su practica no utiliza fertilizantes
quimicos ni agroguimicos sintéticos, aunque cada vez sea mas dificil esta practica por el
aumento de formas crecientes de plagas, patdgenos y malas hierbas, acarreando consigo

pérdidas considerables para los agricultores (Hosoya & Sugiyama, 2017).
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1.3. Resistencia a herbicidas

La resistencia a los herbicidas no es la misma para todas las plantas. Al contrario de lo
esperado, las malas hierbas resistentes pueden soportar la aplicacion de tasas altas de
herbicidas llegando a sobrevivir. Aqui, se presentan dos conceptos diferentes de la
resistencia y tolerancia a los herbicidas. La resistencia a los herbicidas es la capacidad
genética que tiene una planta individual para sobrevivir a una aplicacion de herbicida que
mataria a una poblacion normal de la misma especie. En cambio, la tolerancia a los
herbicidas es la ventaja genética de una especie para sobrevivir y reproducirse después
del tratamiento con un indice de uso normal. Debido a que la especie es naturalmente
tolerante, la seleccion no esta involucrada (Reade & Cobb, 1991).

Para disminuir el dafio a los cultivos, se han desarrollado cultivos resistentes a los
herbicidas HRC (herbicide-resistant crops) con el objetivo de mejorar la selectividad de
los herbicidas, expandiendo el espectro de control de malas hierbas. Los HRC pueden
clasificarse como transgénicos si se desarrollan utilizando la tecnologia OGM
(genetically modified organism) a través de la ingenieria genética, 0 como no
transgénicos, que se desarrollan mediante el mejoramiento por mutacion o técnicas de
mejoramiento convencionales (Reddy & Nandula, 2012). Los HRC no transgénicos, se
desarrollaron utilizando tecnicas de mejoramiento convencionales. El rendimiento
agronémico de los HRC no transgénicos, a menudo, no cumplia con las expectativas de
los productores. Por lo tanto, los cientificos comenzaron a buscar formas alternativas de
desarrollar HRC, principalmente mutagénesis y seleccion de mutaciones funcionales en
el gen diana que impida la accion de los herbicidas (Reddy & Nandula, 2012).

1.3.1 Tipos de Herbicidas

Los herbicidas son productos y estructuras quimicas, agrupados en familias con
caracteristicas similares, cada uno de ellos tiene propiedades unicas. La figura 10 muestra
las dianas celulares de accién de los herbicidas y su clasificacion por su modo de accion
(Délye et al., 2013). Entre los herbicidas actuales (Tabla 4) encontramos varios
mecanismos de accion, los cuales suelen basarse en la obstaculizacion de procesos vitales
de las plantas como la fotosintesis, la division celular o la sintesis de aminoacidos,

pigmentos, y lipidos (Duke, 1990).
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Figura 10.- Dianas celulares de accidn de los herbicidas y su clasificacion por su modo de accidon
segun el Comité de Accion de Resistencia a Herbicidas (HRAC). Los herbicidas se dirigen solo a
unas pocas proteinas o procesos entre la enorme variedad presente en las plantas. Modificado
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Tabla 4.- Modo de accion de los herbicidas. Datos modificados de Délye et al., (2013)

Gru Proteina Vias o
P Herbicida modo de | objetivo - -
o .. ... .. | Procesos Familias de herbicidas
accion codificacio |, . .
HRAC dirigido
n de genes
Inhibicion de la L, . Aryloxyphenoxypropionate
. Biosintesis de yioxyp yprop .
A acetil-CoA Nuclear 2cidos £rasos (FOPs) y cyclohexanedione
carboxilasa (ACCasa) & (DIMs).
., . Imidazolinonas,
L Biosintesis de L
Inhibiciéon de la . . pirimidiniltiobenzoatos,
. .. aminoacidos U o )
B acetohidroxidcido | Nuclear nucleares (Leu sulfonilaminocarboniltriazolino
sintasa (AHAS, ALS) lle, Val) " | nas, sulfonilureasy
! triazolopirimidinas.
Inhibicion de la , .. | Fotosintesis Fenilcarbamatos, piridazinonas,
) Cloroplasti- . - . .
C proteina D1 del ca (transferencia | triazinas, triazinonas, uracilos,
fotosistema Il (psbA) de electrones) |ureasyamidas
Desviacion de los
electrones , Fotosintesis
. Cloroplast- . -
D transferidos por el ica (transferencia | Bipiridilios
fotosistemay la de electrones)
ferredoxina (Fd)
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Fotosintesis

Difeniléteres, N-fenilftalimidas,

Inhibicién de . . . e
N (biosintesis del | oxadiazoles, oxazolidinedionas,
E protoporfirindgeno | Nuclear - s
. hemo parala |fenilpirazoles, pirimidindionas,
oxidasa (PPO) ) . .
clorofila) tiadiazoles y triazolinonas.
Inhibicién del
fitoeno desaturasa Amidas, anilidex, furanonas,
(PDS) o 4- Fotosintesis fenoxibutanamidas,
F hidroxifenilpiruvato | Nuclear (biosintesis de piridiazinonas, piridinas,
dioxigenasa (4- carotenoides) calistemonas, isoxazoles,
HPPD) de una pirazoles y tricetonas.
proteina
Inhibicion de la 5- . .
S Biosintesis de
enolpiruvilshikimato S - .
G . Nuclear aminoacidos Glicinas (glifosato)
-3-fosfato sintasa (Phe, Trp, Tyr)
(EPSP sintasa) TR TY
N Biosintesisde | . . . .
Inhibicion de la . Acidos fosfinicos (glufosinato y
H . Nuclear aminodcidos .
glutamina sintasa bialofos).
(GIn)
Inhibicion de la Biosintesis del
I dihidropteroato Nuclear tetrahidrofolat | Carbamato y asulam
sintasa o]
Benzamida, acido benzoico
K1 Mejora de la Polimerizacién | (DCPA), dinitroanilina,
¢ despolimerizacion | Nuclear de fosforamidato, piridina,
K2 . . . .
de tubulina microtubulos | carbamato, carbetamida,
clorprofam y profam.
Inhibicion de la Biosintesis de | Acetamida, cloroacetamida,
K3 . . Nuclear . . . . .
sintasa de 4cidos acidos grasos | oxiacetamida y tetrazolinona.
N Biosintesis de ,
Inhibiciéon de la Benzamidas (WSSA Grupo 21) y
L . Nuclear la pared o
celulosa-sintasa nitrilos (Grupo 20).
celular
Desacoplamiento de _ . Desacopladores de
S Biosintesis del o .
M la fosforilacién Nuclear fosforilacién oxidativa
- ATP L )
oxidativa Dinitrofenoles (dinoterb).
e . . B f WSSA G
Inhibiciéon de la Biosintesis de enzSJ .uranos( . f“p°
. . 16), acidos clorocarbdnicos
N elongasa de los Nuclear los acidos .
‘. (Grupo 26), fosforoditioatos
acidos grasos grasos .
(Grupo 8) y tiocarbamatos.
Estimulacion de la L Acidos benzoicos, acidos
) Regulacion de ; o o
proteina de genes fenoxicarboxilicos, acidos
0 respuesta al Nuclear . piridincarboxilicos y acidos
CoE sensibles a S o
inhibidor del . quinolincarboxilicos (O (4) y L
auxinas
transporte 1 (TIR1) (27)).
Inhibicién del .| Sefalizacién
Desconoci- Ftalamatos (naptalam) y
P transporte de hormonal de . .
. do semicarbazonas (diflufenzopyr).
auxinas largo alcance
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Varios herbicidas no

z Inhibidores de la elongacion celular (Desconocido) .
clasificados.

1.3.2 El sistema Clearfield®

Los campos del cultivo de arroz son infestados por malas hierbas en especial por su
homdénimo (Oryza sativa ssp. spontanea), compitiendo con el arroz cultivado (O. sativa
ssp. japonica e indica). Como consecuencia existen pérdidas que van del 5% al 100% en
areas severamente invadidas. Para resolver este problema, el Centro Agricola de la
Universidad Estatal de Louisiana (LSU AgCenter) introdujo nuevas variedades de arroz
resistentes a la imidazolinona (IMI) conocidas como arroz Clearfield® ofreciendo la
oportunidad de controlar selectivamente el arroz de las malas hierbas (Sudianto et al.,
2013). La IMI actia como inhibidora natural en la planta de arroz, albergando una
mutacion en la enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS) o acetolactato sintasa (ALS) la
cual detiene la produccion de 3 aminoacidos, es decir sin ellos las malas hierbas mueren
lentamente debido a su incapacidad para sintetizar proteinas (Croughan, 2003). El arroz
Clearfield® se considera un producto seguro porque no contiene ningun transgén
microbiano.

Las empresas BASF (Ludwigshafen, Alemania) y Horizon Ag (Lakewood, EEUU) han
disefiado protocolos especificos, con rotacion de cultivos para la introduccién de arroz
Clearfield® en diferentes paises para poder acabar con las malas hierbas y tener cosechas
100% productivas (Salassi & Deliberto, 2010).

1.3.3 El sistema Provisia®

Los herbicidas inhibidores de la sintesis de lipidos se agrupan en seis familias segln su
composiciéon  quimica:  Tiocarbamatos,  Cloroacetamidas, Fenilpirazolinas,
Alaninopropionatos, Ariloxifenoxipropionatos (AOPPs) y Ciclohexanodionas (CHDs).
Estas dos altimos, son los que han demostrado mayor eficacia, y su uso ha sido muy
extendido desde su desarrollo a mediados de los afios 70s (Reade & Cobb, 1991). Su
funcionamiento se basa en inhibir la accion de la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) en la
sintesis de los acidos grasos, de tal manera que se impide su formacion de novo (Rendina
& Felts, 2016).

Los herbicidas que tienen este modo de accién consisten en dos grupos: los inhibidores
de acetil CoA carboxilasa (ACCasa) y los inhibidores de acil CoA elongasa (inhibidores
no ACCasa). Estos herbicidas bloguean la conversién de acetil-CoA en malonil-CoA al

inhibir la actividad de la enzima acetil-CoA Carboxilasa (ACCasa), blogueando la
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produccion de fosfolipidos utilizados en la construccién de nuevas membranas celulares
requeridas para el crecimiento celular. Las malas hierbas de hoja ancha son naturalmente
resistentes a los herbicidas con este modo de acciéon debido a una ACCasa insensible
(Grongrald & Freeman, 1995).

En esta Tesis nos centraremos en las ciclohexanodionas (Figura 11), cuya estructura base
es un ciclohexano con un Oxigeno (O) doblemente unido al anillo en la posicion 1, un
grupo hidroxilo unido en la posicidn 3 con otras sustituciones en las posiciones 2 y 5 del
anillo hexano. Los herbicidas en este grupo son denominados como graminicidas o

"dims".
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Figura 11. Estructura bdsica de las ciclohexanodionas. Esquema adaptado de Grongrald &
Freeman (1995).

Las ciclohexanodionas, a nivel de planta se caracterizan por un metabolismo de forma
inactiva, facil absorcion por el follaje y las raices, se desplazan tanto en floema como en
xilema (aunque principalmente en floema), acumulandose en regiones meristematicas de
raices y brotes. Son selectivas para eliminar las plantas denominadas malas hierbas de
hoja estrecha, la enzima ACCasa tolerante a graminicidas en las hojas anchas y ausente

en los pastos (Grongrald & Freeman, 1995).

Teniendo en cuenta lo descrito en el parrafo anterior se realizd una seleccién por
mutagénesis, donde se ha aislado una mutacion de OSACC2 que confiere resistencia a las
ciclohexanodionas en una variedad de arroz indica (O. sativa ssp. indica) llamada
comercialmente Provisia®. Las mutaciones se producen en rutas metabolicas importantes
para las plantas, por ejemplo la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) es la principal enzima
para las vias de biosintesis de los &cidos grasos y su forma plastidica en las malas hierbas

son inhibidas por las familias quimicas de los herbicidas (Figura 12) (Gaines et al., 2020).
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Figura 12. - Accion de la ACCasa en la sintesis de los dcidos grasos. Esquema adaptado de
Harwood (1988).

La empresa BASF (Ludwigshafen, Alemania) comercializa en Estados Unidos esta nueva
variedad indica resistente Provisia®, y propone un sistema de rotacion con la variedad
Clearfield® (resistente de Imazamox) y con soja (arroz-arroz-soja y un cuarto afio
opcional de arroz convencional). De este modo, se alterna el uso de herbicidas con
diferente modo de accion y cultivos con malas hierbas asociadas a diferentes métodos de
cultivo: arroz (inundacidn, condiciones anaerobicas) y soja (aerdbicas). Este sistema dual
o de alternancia entre herbicidas y ambientes provoca la interrupcion de los ciclos vitales
de las malas hierbas, al tiempo que impide la aparicion de variedades resistentes evitando
utilizar un solo herbicida (BASF., 2020).

Este sistema empleado en los Estados Unidos se quiere introducir en Europa
introgresando el alelo mutado OsACC2 que le confiere resistencia al Cicloxidim en lineas
comerciales de arroz europeos mediante un sistema de retro-cruces (backcross). Con este
método, las variedades que se obtienen no se consideran transgenicas sino cisgénicas, ya
que se obtiene la introgresion a partir de individuos de grupos muy préximos (de la misma
especie en este caso) que también hubieran podido cruzar de forma natural. Ademas del
mejoramiento tradicional por introgresion de plantas de fertilizacion cruzada nos permite
la introduccion de genes del germoplasma silvestre sin mezclar la combinacion de alelos
en el genotipo receptor heterocigoto de élite existente (Schouten et al., 2006).

Por otro lado, la resistencia a los herbicidas es un caracter cada vez mas habitual en el
mercado de semillas del arroz, debido a la facilidad de seleccién de mutantes de nueva
creacion mediante la adicion del herbicida en los medios de seleccion, el hecho de que
dichos mutantes no sean considerados organismos modificados genéticamente (OGM) y

la creciente infestacion de malas hierbas en los arrozales, conllevan a pérdidas
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econdmicas en la agricultura. Las mutaciones son facilmente predecibles porque se
conocen perfectamente los genes que codifican para las enzimas de todos los herbicidas
(Nadir et al., 2017).

Existe evidencia de que los herbicidas ACCasa se unen dentro de un dominio cercano y
que se superponen parcialmente al sitio catalitico (Figura 13). Actualmente se han
descrito ocho sustituciones de aminoécidos para la ACCasa que pueden evitar la union de
herbicidas sin tener un efecto sobre la union de acetil-CoA del sustrato en el sitio
catalitico, mientras que otras mutaciones que se superponen al sitio catalitico pueden
afectar negativamente la union de acetil-CoA carboxilasa y, por lo tanto, la funcionalidad
de la misma (Gaines et al., 2020).
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Figura 13. - Aspectos principales de la resistencia a herbicidas que inhiben la acetilcoenzima A
carboxilasa (ACCasa) en los pastos y las diferentes formas que la resistencia puede evolucionar.
1 (1) Interaccion de inhibidores de la ACCasa y una enzima salvaje, 2 (ll) Resistencia por
mutaciones de la ACCasa, 3 (Ill) Mayor niumero de copias de la ACCasa salvaje, 4 (IV) Resistencia
metabdlica por desintoxicacion de los herbicidas, 5 (V) Absorcion reducida y 6 (VI) Translocacion
reducida. Modificado de Takano et al., (2020).
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Ademas de las diferentes mutaciones que confieren un amplio espectro de resistencia a
todas las clases de herbicidas inhibidores de ACCasa los niveles de resistencia no
dependen Unicamente de las sustituciones de aminoécidos, sino también del nimero de
alelos y la frecuencia inicial, las interacciones alelos recesivas y dominantes, las especies
de malas hierbas, la etapa de crecimiento de las plantas, la dosis recomendada de
herbicidas (Kaundun, 2014). Asi mismo, los niveles de homocigosis/heterocigosis de las
plantas es muy importante para la dosis recomendada y la familia de herbicidas a utilizar
para la evaluacion (Takano et al., 2020).

1.4. Importancia de los Lipidos en las Plantas.

Los lipidos cumplen numerosas funciones en las plantas y son componentes clave de las
membranas celulares, como la cuticula y la suberina que rodean las células endodérmicas
de la banda de Caspary. Los lipidos cumplen funciones vitales como la estructural, la de
reserva energética o de compuestos de sefializacion y es, por eso, que la inhibicion de la
biosintesis de estos compuestos resultara letal. Entre los efectos que provocan, se
encuentran la inhibicion de la germinacion, necrosis de los meristemos, reduccion de la
elongacion foliar e inhibicion del crecimiento, ya que la planta es incapaz de formar
nuevas membranas plasmaticas (Carr et al., 1986). Los lipidos también sirven como
reserva de energia y moléculas de sefializacion dentro de la célula. En la divisién celular,
el desarrollo de una membrana celular es critico. Asi pues es de esperar que cualquier
herbicida que inhiba la formacion de lipidos deberia afectar con éxito la planta (Grongrald
& Freeman, 1995).

1.4.1 Sintesis de los acidos grasos: La AcetilCoA carboxilasa

La biosintesis de los acidos grasos en plantas es catalizada por dos enzimas importantes;
acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) y el acido graso sintasa. Los acidos grasos se sintetizan
en dos lugares: en el estroma del cloroplasto y el citoplasma, respectivamente (Reade &
Cobb, 1991). En el arroz existen dos isoformas del gen de la Acetil-CoA carboxilasa: una
citosdlica (OsACC1) y una plastidica (OsACC2) (Figura 14) (Sasaki & Nagano, 2014).
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Figura 14.- Reparticion de dos formas de ACCasa en plantas. Modificada de Sasaki & Nagano
(2014).

La biosintesis de los acidos grasos se inicia por la carboxilacion dependiente de ATP de
acetil-CoA para formar malonil-CoA. A continuacion, el grupo malonilo se transfiere a
ACP (proteina portadora de acilo). EI ensamblaje del &cido graso comienza cuando se
forma un enlace carbono-carbono entre C-1 de un "cebador” de acetato y C-2 del grupo
de malonilo en ACP, que libera CO>. Esta extension de dos cadenas de carbono da como
resultado inicialmente la formacion de acetoacetil-ACP. Posteriormente, una secuencia
de tres reacciones: reduccion, deshidratacion y reduccion nuevamente, conduce a la
formacion del acil-ACP completamente reducido. Esta secuencia, que progresa en tres
pasos desde un grupo 3-cetoacil a un grupo acilo saturado, es una serie de reacciones
comunes que se encuentran en las vias bioquimicas. Por ejemplo, tanto la f-oxidacion
como el ciclo del acido citrico usan la misma serie de reacciones, pero en orden inverso
(Figura 15) (Buchanan et al., 2015).
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Figura 15.- La sintesis y el metabolismo de los lipidos tienen lugar en varios orgdnulos. Acetyl-
CoA es el material de partida para la biosintesis de dcidos grasos, también durante la respiracion,
la acetil-CoA es la fuente de entrada de carbono en el ciclo del dcido citrico en las mitocondrias.
Modificado de Buchanan et al. (2015).

1.4.2 Estructuras cuaternarias de la ACCasa

Las acetil-CoA carboxilasas (ACC o ACCasas) son enzimas dependientes de biotina
necesarias para el metabolismo de los acidos grasos.

Las ACC catalizan la carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA en dos pasos, a través
de la accion de tres componentes proteicos distintos. En el primer paso, un residuo de
biotina unido covalentemente al componente de proteina transportadora de carboxilo de
biotina (BCCP) se sitla en el sitio activo de biotina carboxilasa (BC) para la carboxilacion
de la biotina. En el segundo paso, la biotina carboxilada se transloca al sitio activo de
carboxilo transferasa (CT) para transferir el grupo carboxilo al sustrato acetil-CoA,
produciendo malonil-CoA (Figura 16) (Incledon & Hall, 1997; Buchanan et al., 2015).
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Figura 16. - Reacciones de acetil-CoA carboxilasa (ACCasa). Modificado de Buchanan et al.
(2015).

1.4.3 Inhibidores de la Acetil CoA Carboxilasa

Los inhibidores de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) para el control de las malas hierbas
se agrupan en dos familias quimicas importantes, las ariloxifenoxipropionatos (AOPP),
también conocidos como "Fops"”, y ciclohexanodionas (CHD), también conocidos como
"Dims" (Delye et al., 2005). En las ACCasa plastidicas (homomeéricas) de las plantas, los
CHD se unen dentro de la cavidad del sitio activo del dimero carboxilo transferasa (CT)
como las AOPP para ejercer su efecto inhibidor de ACCasa. Ambas sustituciones estan
ubicadas dentro del dominio CT de ACCasa cloroplastica homomeéricas. Por lo tanto, si
el modo de union general de los inhibidores de ACCasa dentro de la cavidad del sitio
activo de CT es muy similar para las isoformas plastidicas y citosélicas dada la
conservacion entre las proteinas ACCasa homomeéricas, muestra claramente diferencias
en el detalle de las interacciones involucradas (Figural7) (Délye, 2005).

TP BC BCC CT BC BCC CTa CTP
\ [ | L

C1o0g

Chloroplast

Cytosol Cytosol
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Figura 17. Detalle de las Isoformas de Acetil coenzima A carboxilasa (ACC) presentes en las
plantas. TP, péptido de trdnsito; Dominios funcionales ACC: BCC, biotina carboxilo-portador; BC,
biotina carboxilasa; CT, carboxilo transferasa. Hay que tener en cuenta que el TP podria cortarse
después de que la isoforma ACC plastidica se haya importado al cloroplasto. Modificada de
(Délye, 2005).

Por otro lado, el uso frecuente de Fops y Dims ha ocasionado el desarrollo de resistencia
a los inhibidores de ACCasa en algunas especies de monocotileddneas. Debido a esta
consecuencia se conoce 49 especies de malas hierbas que desarrollaron resistencia a estos

herbicidas en las Ultimas décadas (Figura 18) (Vrbnicanin et al., 2017).
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Figura 18. - Evolucion del numero de especies de malezas resistentes a varios tipos de herbicidas
(1970-2016) Datos modificados de Vrbnicanin et al. (2017).

La sensibilidad de ACCasa a los inhibidores se ha establecido como el principal
determinante molecular de la respuesta de la planta a la aplicacion de herbicidas en el
campo, el manejo exitoso de la resistencia a los herbicidas depende en gran medida de:
a) la concentracion y formulacion efectivas de herbicidas; b) la absorcion y penetracion
foliar; c) tipos de malas hierbas; d) etapas de crecimiento de la planta y e) la estabilidad,
modificacion y desintoxicacion quimica de las plantas (Jang et al., 2013; Murphy &
Tranel, 2019).

1.5.  Mejora del Arroz por Hibridacion

1.5.1 Cultivo de embriones

El cultivo de embriones es una técnica utilizada para disminuir el tiempo entre cruces y
superar la esterilidad que a menudo se da en la produccién de hibridos interespecificos

(Vasil, 2007). Los primeros registros que se tienen de la utilizacion de esta técnica son
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del siglo XVIII, de la mano de Charles Bonnet, quien extraia embriones de Phaseolus y
Fagopyrum plantandolos directamente en el suelo (Sharma et al., 1996). Mas tarde, a
principios del siglo XX, Hanniger introdujo la siembra de los embriones extraidos en
medios de cultivo que contenian sales, minerales y azlcares bajo condiciones de asepsia.
En la actualidad se ha optimizado mucho la técnica para cada especie vegetal, haciendo
que se utilice en muchos cultivos, como cereales, frutas, leguminosas, entre otros (Sharma
et al., 1996).

En el arroz, esta técnica se usa actualmente para acelerar la obtencién de plantulas
hibridas F1 tras un cruce y, posteriormente, en programas de retro-cruzamientos (BC1F1,
BC2F1, etc.) disminuyendo el tiempo necesario entre generaciones, pues aplicando la
técnica en semillas inmaduras, se evita el tiempo requerido para la maduracion y la brecha
del proceso de dormicion (Ohnishi et al., 2011).

1.5.2 Programa de retro-cruzamientos asistidos por marcadores moleculares

Los programas de retro-cruzamiento fueron propuestos, por primera vez, por Harlan y
Poppe en 1922 (Harry & Poppe, 1922). Son necesarios para el mejoramiento de los
cultivos, con el objetivo principal de aumentar el potencial de rendimiento, y permite
introducir rasgos de una variedad, parental donante a variedades élite, parental receptor.
En la mayoria de los casos, la variedad de élite utilizada para el retro-cruzamiento tiene
una gran cantidad de cualidades deseables, pero es deficiente en otras caracteristicas que
también son de interés. El parental donante (PD) generalmente posee rasgos genéticos
que carece la variedad elite. El objetivo principal de estos programas de retro-cruzamiento
es mantener la calidad del genoma de las variedades élite e ir introduciendo solo los rasgos
deseados del PD para aumentar el caracter y productividad de la variedad elite. Por lo
tanto, una hibridacion forzada entre PD y el parental recurrente (PR) genera un hibrido
F1, que a su vez se tiene que volver a retrocruzar con el PR, acto seguido se analiza si la
presencia del rasgo esta presente, para seleccionar las plantas de la nueva generacion y
proseguir con los posteriores retro-cruzamientos, hasta conseguir el objetivo final. El
numero de retro-cruzamientos necesarios dependeran del grado de retorno al parental
recurrente que se desee y del uso o no de marcadores especificos para la seleccion de

individuos con el mayor grado de retorno al parental recurrente (Figura 19).
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Figura 19. - Esquema de retro-cruzamiento asistido donde PL12 y PM37 se utilizaron como
padres recurrentes femeninos (PR), mientras que FL478 e IR64-Saltol como donantes masculinos
(PD), llevado a cabo en este trabajo. Representacion en colores del genoma de la planta (verde
oscuro para el genoma japonica y verde claro para el genoma indica). En el locus QTL, AA se
refiere al alelo tolerante mientras que aa al alelo susceptible. La primera seleccion (screening) se
realizé mediante el uso de una PCR simple enfocada al centro del QTL Saltol. La cuantificacion
del retorno al parental recurrente y comprobacion de la presencia total de la region Saltol se
realizé con el andlisis KASP.
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1.6.  Marcadores Genéticos

Un marcador es una entidad genética que manifiesta polimorfismo y se hereda de manera
mendeliana, o lo que es lo mismo, un locus con una variacion detectable demostrada
experimentalmente. Los marcadores genéticos se pueden utilizar para estudiar patrones
de herencia, variacion gendémica, fendmenos evolutivos y de seleccion, enlaces alelo-
alelo y asociaciones alelo-fenotipo. La aplicacion depende de sus propiedades fisicas y
ubicacion gendmica, el costo involucrado, la facilidad de uso y el grado de rendimiento
requerido. Se han aplicado con éxito en fisiologia vegetal el mapeo genético y fisico de
los genomas, la identificacion de genes que controlan diversos procesos y fenotipos
(asociacion de rasgos), la diversidad genética y los analisis evolutivos, y en el
mejoramiento asistido por marcadores para la mejora de los cultivos (Blatey, 2015).
1.6.1 Tipos de marcadores genéticos

Los marcadores genéticos se pueden clasificar en dos grupos: Marcadores morfoldgicos

y Marcadores moleculares.

1.6.1.1 Marcadores morfologicos

Son caracteristicas fenotipicas de facil identificacion visual tales como forma, color,
tamafo o altura. Muchos de ellos se convierten en importantes «descriptores», a la hora
de inscribir nuevas variedades. Por ejemplo, una planta de arroz tiene caracteres como el
tallo en forma de cafia hueca por dentro (excepto en los nudos); hojas lanceoladas
acabadas en punta y con nerviacion paralela; o espigas formadas por una panicula caediza,
donde se encuentra el grano de arroz. Este tipo de marcadores contribuyo
significativamente al desarrollo tedrico del ligamiento genético y a la construccion de las
primeras versiones de mapas genéticos (Levitus et al., 2010).

Las principales limitaciones de los marcadores morfoldgicos se encuentran en: a) nUmero
reducido de marcadores disponibles en cada poblacion, b) bajo nivel de polimorfismo, c)
pueden producir alteraciones fenotipicas que dificultan el desarrollo de la planta, d) varios
se hallan bajo control poligénico, e) pueden presentar dominancia, f) muchos de ellos se
expresan en estadio de planta adulta, lo cual prolonga los tiempos de evaluacion en los
programas de mejoramiento. No obstante, los marcadores morfol6gicos permanecen
como caracteres Utiles en la identificacion de materiales dado que representan un conjunto
de genes que pueden ser evaluados con métodos sencillos y a bajo costo (Levitus et al.,
2010).
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1.6.1.2 Marcadores moleculares

Un marcador molecular es simplemente un segmento de ADN con una ubicacion
especifica en un cromosoma (punto de referencia) cuya herencia puede seguirse en
individuos de una poblacion. La secuencia puede pertenecer a regiones codificantes
(genes) o sin funcion conocida (Levitus et al., 2010).

Diversas técnicas de biologia molecular se encuentran disponibles para detectar
variabilidad en la secuencia de ADN. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), las
enzimas de restriccion, la separacion electroforética de los fragmentos de ADN, las
sondas marcadas Yy las hibridaciones son algunas de las técnicas que permiten obtener un
namero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y cubrir la totalidad del
genoma de un organismo (Salmeron, 2013).

1.6.2 Cartografiado de loci para caracteres cuantitativos (QTL)

Los caracteres cuantitativos (QTL) son marcadores habituales de ADN, de eleccion para
estudios de diversidad y para andlisis de parentesco. Son la identificacion de una regién
cromosOmica, que puede ocupar medio cromosoma, en la que se detecta un efecto
significativo para el caracter diana. Las familias poseen un alto grado de desequilibrio de
ligamiento entre un gen o genes que afectan a una variable cuantitativa y un marcador
molecular, dicho de otra manera, grandes segmentos cromosdmicos se transmiten de los
padres a la progenie sin recombinacion alguna. La frecuencia de recombinacion entre dos
genes situados en el mismo cromosoma depende de la distancia que los separa. La tasa
de recombinacién entre marcadores es, por tanto, indicativa de su grado de ligamiento:
cuanto mas baja es la tasa de recombinacion, mas cerca estaran los marcadores
(Agriculture & Nations, 2007).

La identificacion de un QTL es un progreso para determinar los genes asociados con la
variacion en un rasgo poligénico como la tolerancia a la salinidad. Ademas, la seleccion
directa de genotipos predominantes basada en el fenotipo de tolerancia a la salinidad no
es tan efectiva como la seleccion de los componentes fisioldgicos y agrondémicos
subyacentes basados en QTL (Rahman et al., 2019).

1.6.3 Polimorfismo de nucleétido simple

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) son variantes comunes gque se encuentran
en todo el genoma y que son altamente modificables para el desarrollo de ensayos
robustos. Los SNP se han utilizado eficazmente en una amplia gama de aplicaciones de
mejoramiento, incluyendo el mapeo cuantitativo de rasgos loci, la construccion de mapas

genéticos, el analisis de asociacion de todo el genoma, la seleccion asistida por
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marcadores (MAS) y el analisis de pedigri y estructura de la poblacion. La variacion
genética en forma de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), inserciones/deleciones,
variantes de presencia/ausencia y variaciones en el nimero de copias contribuyen en gran
medida a la diversidad fenotipica observada dentro de una especie. Si bien histéricamente
las practicas de mejoramiento se basaron en observaciones fenotipicas para inferir la
herencia genética, las estrategias actuales de mejoramiento molecular utilizan ensayos de
variacion genética, o marcadores genéticos, para predecir fenotipos. Tales précticas han
revolucionado el mejoramiento de los cultivos y han acelerado la ganancia genética. No
obstante, se pueden introducir mutaciones en secuencias expresadas o en regiones que
influyen en la expresion génica (promotores, potenciadores), y pueden inducir alteracion
en la estructura o regulacién de las proteinas. Dichos SNP tienen la capacidad de detectar
la variacion genética funcional (Woodward, et al., 2014).

1.6.4 Digestion de secuencias amplificadas polimorficas (CAPS)

Los marcadores CAPS (Cleavage Amplified Polymorphic Sequence) detectan
polimorfismos mediante la amplificacion de fragmentos de ADN con sus respectivos
cebadores especificos para cada fragmento, el cual es amplificado por PCR, luego
digerido con enzimas de restriccion, que actian como endonucleasas, separacion por
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida donde se observa la muestra con
diferentes bandas que permiten determinar si un genotipo especifico en este fragmento
esta presente. Este método aprovecha la capacidad que posee la técnica de PCR de
amplificar segmentos especificos de ADN con la capacidad que poseen las enzimas de
restriccion de cortar el ADN en secuencias blanco de la enzima de restriccion. La base
genetica del polimorfismo detectado por el marcador CAPS es la presencia/ausencia de
sitios de restriccion en la secuencia amplificada por PCR. Este marcador permite
identificar individuos heterocigotos, por lo que se comporta como marcador codominante
(Levitus et al., 2010).

1.6.5 Sistema de Genotipificacion KASP

El ensayo de genotipado KASP (Figura 20) utiliza un novedoso sistema homogéneo
fluorescente de un alelo especifico de PCR competitiva, para la identificacion y medicién
de la variacion genética, que tiene lugar a nivel de nucledtidos para detectar
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o insertos y eliminaciones (InDels) (He et al.,
2014).

57



Componentes del ensayo
A) KASP Assay mix B) KASP Master mix

- s\
i \
Alsle-specific forward primers: "\ Q,"
S - = &
s =
—
s 3'A
Rewerse primer: ¥ s 3 s
¥ s

- C) DNA tempiate (sampie)
,llllllllllll-llllllllllllll
[er]

1er recorrido. desnaturalizacion del template y componentes de annealing

S

11
3

-1 o
(aliele-2 primer does not elongate) & RN RERREcE Bk

(reverse primer elongates 5°-37)

Cc
| Y
= - S

2do recorrido. Complemento de la secuencia de la cola especifica de alelo generado.

'llllllllllllll(l:lllllIllllllllll

LEp
e Y N RRRERERERRERL-IENERREEEEREEREE

3er recorrido. Sefial de generacidén

FAM-labelled oligo binds to new complementary tail
sequence and s no longer quenched.

,7-'77-7777‘711 TOATrMITrTrINITOTINTr

L1l
l'llll,lllllllllllIl@llllllllllllllll

Producto Final

S s —~\\
Q L H I}
Uy .'
I
3 s
Fluor for Incorporaied Fwor far non-incarporated
G ali=ie no longer T aliete remains
quenched quenched.

Figura 20. - Diagrama que detalla el ensayo KASP. Los componentes consisten en: Dos
cebadores especificos de alelos (uno para cada alelo SNP), cada cebador contiene una
secuencia de cola uUnica sin marcar en el extremo 5', un cebador comun (inverso), dos
oligonucledtidos marcados con fltior en el extremo 5', uno etiquetado con FAM, y el otro
HEX. Estas secuencias de oligonucledtidos estdn disefiadas para interactuar con las
secuencias de las colas de los cebadores especificos de los alelos, dos oligonucledtidos,
apagadores unidos en los extremos 3'. Estas secuencias de oligonucledtidos son
complementarias a las de los oligonucledtidos marcados con flior (y, por lo tanto,
también son complementarias a las colas de los cebadores especificos de alelo). Estos
oligonucledtidos apagados, por lo tanto, unen sus complementos marcados con fltor y
todas las sefiales fluorescentes se apagan hasta que se requieren. Modificado de LGC
(2017).
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Asi mismo la reaccion funciona de igual manera en placas con formatos de 48, 96 0 1.536
pocillos. Para su reaccion utiliza los siguiente tres componentes: a) el anélisis de ADN
con el SNP de interés; b) el Mix de ensayo KASP que contiene dos cebadores diferentes,
alelos especificos, competitivos y avanzados con secuencias de cola Unicas y un cebador
inverso; c) la Master Mix KASP que contiene casete FRET méas Taq polimerasa en una
solucién tampén optimizada (LGC, 2017).La reacciébn KASP se realiza en un
termociclador y después la fluorescencia es leida y digitalizada. El andlisis de estos
grupos permite clasificar cada marcador como homocigotos o heterocigotos de acuerdo

con su fluorescencia.
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2.0bjetivos

Objetivo principal:

El objetivo principal de esta Tesis es producir estrategias para la productividad,

perdurabilidad y calidad mediante el desarrollo de nuevas variedades comerciales de

arroz mediterraneo (O. sativa) e introducir alelos de tolerancia a la salinidad y resistencia

a herbicidas mediante speed breeding, para proteger el sector del arroz contra el cambio

climatico, la invasion de malas hierbas y penetracién del caracol manzana (P. maculata).

Objetivos especificos:

Cruzar lineas de arroz tolerantes a salinidad y resistente a herbicida por
hibridacion forzada siguiendo un esquema de retro-cruzamiento.

Poner a punto una técnica de rescate de embriones (embryo rescue) para optimizar
el speed breeding (mejora acelerada de variedades) en el programa de retrocruces.
Establecer una seleccion in vitro de los embriones que presenten tolerancia al
herbicida Cicloxidim.

Seleccion por PCR de los descendientes que presenten marcador SSR Saltol.
Seleccion por CAPS de los descendientes que presenten el alelo mutante de
resistencia a Cicloxidim.

Aplicacion de seleccion de mayor retorno al parental recurrente mediante
marcadores KASPar.

Evaluacién de las lineas Saltol en ensayos de campo en el Delta del Ebro.
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3. Materiales y Metodos

3.1 Experimento 1: Validacion de la region Saltol, retorno al parental recurrente
y ensayos de campo de las nuevas lineas de arroz

3.1.1 Material vegetal

Para la introgresion de tolerancia a la salinidad (QTL Saltol) se utilizaron dos variedades
élite de arroz mediterraneo (O. sativa ssp. japonica templada) sensibles a salinidad
denominadas PM37 (grano medio-corto) y PL12 (grano largo), subministradas por la
Camara Arrossera del Montsia SCCL (Amposta, Tarragona, Espafia). Se usaron como
variedades donadoras del alelo Saltol dos variedades de arroz tropicales (O. sativa ssp.
indica) tolerantes a la salinidad denominada IR64Saltol y FL478 ambas lineas de grano
largo, obtenidas del Instituto Internacional de Investigacion del Arroz IRRI (Los Bafios,
Laguna, Filipinas). FL478 es una linea indica endogadmica recombinante (RIL) derivada
del cruce, IR29xPokkali (donde IR29 es una variedad sensible a la salinidad y Pokkali es
un cultivar tradicional tolerante a altas concentraciones de sal), obteniendo de este cruce
una linea estable altamente tolerante a la salinidad (Thomson, et al., 2010). Por otro lado,
IR64Saltol es una linea que deriva del cruce de IR64xFL478 (su QTL Saltol procedente
de FL478), disfrutando asi de una moderada tolerancia a la salinidad, pero un alto
rendimiento agronémico.

Todas las lineas estudiadas, se han cultivado en los invernaderos del Servei de Camps
Experimentals de la Universitat de Barcelona, en macetas de 4 L con sustrato de turba-
vermiculita segun la mezcla (Floratorf peat moss, Floragard Vertriebs, Oldenburg) -
vermiculita (2:1 v/v), suplementada con 1 g CaCOs-L™* de turba para ajustar el pH del
sustrato (al alrededor de 6) y fertilizante de liberacién lenta (Osmocote Exact [15-9-12 +
2MgO + micronutrientes], The Scotts Company LLC, USA) arazén de 1 g-L* de sustrato
El riego se automatiza y se fertiliza manualmente una vez por semana con un fertilizante
liquido de crecimiento o de floracidn, segln la etapa en la que se encuentren las plantas
correspondientes (Tabla 5). El fertilizante de floracion esta enriquecido con potasio y

empobrecido en nitrégeno, para mejorar el llenado del grano.
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Tabla 5. Solucion de fertilizacion segun la etapa de crecimiento y concentracion estandar

Crecimiento (g-L?)

Floracién (g-L?)

Estandar (g-L?)

NH4H,PO, 3,1 3,7 15,5
K>SO, 2,5 7,2 12,5
NO3NH4 2,56 8,04 12,8
(NH4)2504 21,68 10,9 108,4
Urea 0,84 0,88 4.2
EDDHA-Fe 6% 0,62 0,62 3.1
Microelementos 0,6 0,6 3.0
Agua Destilada 5L 5L SL

La temperatura en el invernadero se mantuvo en un rango controlado entre 18-35°C

durante todo el afio gracias a calefaccion radiante por circuito de agua (Figura 21).

-

Figura 21. Plantas de arroz (O. sativa) aclimatadas a las condiciones de
invernadero, en sus correspondientes macetas con sustrato.
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3.1.2 Introgresion del Saltol

En el proyecto NEURICE se introgresé el QTL denominado Saltol para la tolerancia a la
salinidad, en lineas sensibles comerciales europeas.

Para realizar la introgresion del QTL Saltol, se siguié un esquema de breeding acelerado
que involucrd el cruce inicial F1, tres retro-cruces (backcrosses) y dos generaciones de
autofecundacion. Este proceso se acelerd gracias a: (a) la técnica in vitro del rescate de
embriones, reduciendo el tiempo entre cada generacion, (b) la seleccién de lineas con el
QTL Saltol introgresado, y (c) la seleccion de individuos con la mayor cantidad de
genoma de parental recurrente a través de marcadores genéticos utilizando las técnicas de
mapeado gendmico y KASP (alelo competitivo PCR especifica) para la seleccion de
primer plano y (d) el uso del invernadero calefactado que permitié tener temperaturas
controladas en las diferentes estaciones del afio.

En cada generacion (retro-cruces), se selecciono aquellas plantas que presentaban un
marcador interno de la region Saltol (primera seleccion), y de ellas, también se
seleccionaron aquellas que tenian el mayor retorno al progenitor recurrente y no sufrian
introgresiones dentro de la region Saltol (seleccion por marcadores moleculares
polimorficos indica/japonica marcados con fluorescencia). Cuando se llega a las
generaciones de autopolinizacion se fija en homocigosis el segmento cromosomico Saltol
y se pasa a la posterior multiplicacion de semillas para realizar los experimentos en
campo. En cada generacion, la primera seleccion de individuos con presencia del alelo
Saltol se realiz6 con un marcador SSR simple y luego, para las generaciones siguientes
BCoF;, BCsFi1, BCsF, se realizd una seleccion con méas marcadores internos y
flanqueantes de la region Saltol. Para optimizar el uso de nuestros recursos, se eligio un
proceso dual para mejorar la segunda seleccion: un cribado previo de todas las plantas
usando dos marcadores en la zona diana y genotipado de mayor densidad de las plantas
seleccionadas usando chips (48 marcadores x 48 individuos o 96 marcadores x 96
individuos-chips).

3.1.3 Hibridacion forzada

Para forzar la hibridacién entre variedades de arroz, se escoge una panicula en desarrollo
de la variedad receptora de polen, con las flores atn sin abrir y la zona apical de las anteras
por la mitad de la altura de la flor. Se eliminan las flores mas maduras (aquellas situadas
en el apice de la panicula) y las mas inmaduras (situadas en la base de la panicula). Se
realiza un corte con tijeras en las glumas, justo por encima de las anteras, por lo que las

flores estan abiertas (Figura 22). Se succionan las anteras mediante el uso de una bomba
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de vacio acoplada a una punta de micro-pipeta, procurando no dafar el ovario plumoso,

estilo y estigma que conforman el pistilo (Figura 22).

Figura 22. — (A) Imagen de la panicula inmadura elegida para la emasculacion, (B) Proceso de
emasculacion en la panicula cortada usando una bomba de vacio (C) Polinizacion manual de la
panicula emasculada (D) Embriones inmaduros obtenidos debido al proceso de fecundacion
forzada.

Estas paniculas emasculadas se cubren con un sobre para evitar fecundaciones
espontaneas y se escribe la fecha de emasculacion y la variedad emasculada. Hacia el
mediodia, cuando la variedad donadora de polen entra en antesis (las glumas se abren de
manera que las anteras maduras, cargadas de polen, salen al exterior) se introduce la
espiga donadora dentro del sobre de la espiga emasculada y se agita. Una vez polinizada,
se vuelve a cerrar el sobre que cubre la espiga receptora de polen con ayuda de un clip.
Este proceso de polinizacion se realiza el mismo dia de la emasculacion, pero en casos de
mal tiempo puede polinizarse los dos dias siguientes con espigas de la misma variedad
donadora. En el sobre de papel se escribe cual ha sido la variedad donadora de poleny
las fechas de polinizacion.

Una vez realizada la polinizacion, se deja reposar la panicula hasta la formacion de los
embriones durante 10 a 12 dias (Figura 22). Transcurrido este tiempo, se retira el sobre
de papel y se deja madurar las semillas obtenidas o se procede a realizar un rescate de
embriones con semillas inmaduras de al menos 10 dias después de la primera
polinizacion.

3.1.4 Rescate de embriones

Normalmente, habria que esperar mas de un mes después de la polinizacion para que los
granos de arroz maduraran, recolectar las semillas, sembrar y esperar a que germinan para
obtener los descendientes hibridos. Este largo proceso se puede acortar recolectando las
semillas inmaduras en estadio de grano lechoso a pastoso, tan solo 10 dias después de la

polinizacién, y rescatar a los embriones inmaduros para forzar su germinacion in vitro.
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Se eliminan manualmente los restos de glumas de las semillas inmaduras obtenidas, se
esterilizan durante un minuto con etanol al 70% se descarta la solucion y se introducen
en un recipiente con una solucién 30% de hipoclorito de sodio enriquecida con 8 gotas
de Tween 20 (Duchefa Biochemies Ltd, Haarlem, Holanda) por litro durante 30 minutos
en agitacion. Una vez transcurrido los 30 minutos, se trabaja en una camara de flujo
laminar, donde se procede a hacer cinco lavados (5 min cada lavado) con agua destilada
estéril. Las semillas se disponen en un papel de filtro esterilizado situado dentro de una
placa de Petri en la camara de flujo laminar. Con la ayuda de un bisturi, unas pinzas, y
una lupa binocular, se extrae el embrion del resto de estructuras de la semilla (Figura 18),
sembrando directamente en tubos especiales de vidrio de 17 cm de altura, a razon de 9
mL por tubo de medio de rescate de embriones, con sales y vitaminas MS a mitad de
concentracion (Murashige and Skoog Plant Salt Mixture; Duchefa Biochemie, Ltd.), 20
g-L? sacarosa (Duchefa Biochemie, Ltd.), 250 mg-L* de &cido 2-( N-morfolina)
etanosulfonic (MES) (Duchefa Biochemie, Ltd.) y 2,5 g-L'? de Gelrite (Duchefa
Biochemie, Ltd.) a un pH ajustado a 5,8 (Figura 23). Los tubos con los correspondientes
embriones son cultivados a 22-24°C bajo luces fluorescentes a 50-70 pmol m2-s2 en un
fotoperiodo luz/oscuridad de 16/8 h en combinacién de luces LED de espectro blanco,

azul y rojo a una intensidad de 23 pumol fotones -m2-seg.

Figura 23. -(A) Preparacion del material en la cabina de flujo laminar para proceder con el
proceso de rescate embrionario in vitro. (B) imagen del embrion inmaduro a rescatar (C) Imagen
de plantulas en desarrollo en tubos in vitro. (D) Pldntulas aclimatadas en invernadero.

Cuando las plantulas miden unos 10 centimetros, o aparece la tercera hoja, al cabo de 1 a
2 semanas, son trasplantadas a bandeja multi-pocillo en el invernadero, donde se

aclimatan (Figura 23).
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3.1.5 Extracciony amplificacion de ADN

El protocolo de extraccion de ADN para los diferentes experimentos realizados en esta
tesis, se basa en una modificacion del protocolo de Doyle y Doyle (Doyle, 1991)
utilizando MATAB en vez de CTAB. La extraccion se lleva a cabo en cajas de 96 pocillos,
donde se introduce una bola de cristal, para luego depositar aproximadamente 100mg de
muestra de hoja de diferentes individuos. A continuacidn, se sumerge la caja en nitrogeno
liquido y se trituran las muestras con molino de bolas TissueLyser® Il (Qiagen) durante
30 segundos a 25 Hz. Una vez trituradas, se afiaden 300 uL de MATAB a cada pocillo
con su respectiva muestra y se llevaban a una estufa a 72°C durante 30 min con tres
agitaciones manuales cada 8 min.

Transcurrido los 30 min, se afiade a cada pocillo 300 pL de una mezcla de cloroformo y
alcohol isoamilico en proporcion 24:1. A continuacion, se hace un vortice de un minuto,
y se procede a centrifugar durante 10 min a 10°C y 3500 RPM (1.152 G). Se transfiere el
sobrenadante (aprox. 200 uL) a una nueva caja y seguidamente se inicia la precipitacion
del DNA afadiendo a cada muestra 160 pL de isopropanol puro, seguido de una inversion
y un reposo de 1h en la nevera (4°C).

Pasado este tiempo, se vuelve a centrifugar durante 30 min a 4°C y 3500 RPM (1.152 G),
y se descarta todo el isopropanol restante invirtiendo los tubos (con cuidado y sin golpes),
formandose el pellet de ADN en el fondo del tubo. Al pellet de ADN se le afiaden 200 pL
de etanol al 70%, se centrifuga durante 15 min a 4°C y 4000 RPM (1505 G) y, pasado
este tiempo, se descarta el etanol, invirtiendo los tubos nuevamente. Finalmente, se dejan
los tubos invertidos una noche, y al dia siguiente se resuspenden con 50 L de agua Milli-
Q.

La seleccion de plantas de arroz con marcador interno SSR Saltol se realiza usando una
amplificacion por PCR seguido de un andlisis por electroforesis. La amplificacion por
PCR se realiza en placas de reaccion oOpticas transparentes de 96 pocillos con codigo de
barras (Applied Biosystems™ MicroAmp™ EnduraPlate™) en un termociclador de 96
pocillos (Applied Biosystems). Las reacciones se llevaban a cabo en un volumen de
mezcla de 20 pL utilizando una adaptacion del programa de PCR (M. J. Thomson, de
Ocampo, et al., 2010), que contiene 12,2uL de agua milli-Q, 2 uL de 10x Pag5000
Reaction buffer, 0,4 uL de Mg?* 2,5mM, 0,4 uL de dNTPs (25 mM cada uno), 0,4 uL de
primer forward (ATAGGGGATATTGGCTGCAC), 0,4 uL de primer reverse
(CAACCAAGCGTGACTAAAAAGA), 0,2 pL de Pag5000 DNA Polymerase y

finalmente 2 uL de ADN gendmico (5-30ng). El procedimiento de reaccion se programa
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de la siguiente manera: un periodo de desnaturalizacién de 5 minutos a 94°C seguido de
30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C, y luego 7
minuto a 72°C para la extension final y enfriado a 4°C.

Una vez amplificado el ADN se prepara un gel de agarosa al 3% agregando 7,5 g de
agarosa a 250 ml de 1xTAE buffer (40 mM tris (hydroxymethyl)aminomethano, 20 mM
acido acético glacial y 1 mM &cido ethylenediaminetetraacetico y agua Milli-Q), que se
calientan en el microondas para fundirlos. Luego, se agregan 5 puL de Redsafe (agente
intercalante del DNA) al gel, que se vierte en una cubeta de electroforesis. Una vez que
el gel esté solido, se mezclan los 20 pL del producto de PCR con 4 pL de tampdn de carga
[azul de bromofenol (0.25%) y xilen cianol (0.25%) en 3 ml de glicerol (30%)] y toda
esta solucion se carga en un pozo en el gel de agarosa. Ademas, en un pozo de cada fila,
se agregaron 4 pL de un marcador de peso molecular conocido para poder determinar el
tamario de las bandas de ADN. Finalmente, se le aplicaba un voltaje de 120 v y 300 mA
durante 60 minutos, y al terminar se visualizaba la imagen ultravioleta con el Bio-Rad®
Gel Doc XR # 1708170.

3.1.6 Genotipado Final KASP

La tecnologia de genotipado que se uso para la deteccion de la integridad de la region
Saltol y retorno al parental recurrente fue KAPS (Kompetitive Allele Specific PCR). Con
esta técnica, una lista de alelos SNP polimorficos entre japdnica y indica fueron
inicialmente testados con los cuatro parentales, seleccionandose aquellos que resultaban
polimorficos y amplificables. Los cebadores especificos para cada alelo fueron marcados
con diferentes tintes fluorescentes. Para dos flanqueos individuales se realiz6 con ensayos
de fluidez en maquinas BioMark HD. Alrededor de 240 marcadores KASP tomados de la
lista de 2000 marcadores de arroz validados y establecidos por la plataforma integrada
Breeding (https://www.integratedbreeding.net) fueron probados en Montpellier por
CIRAD (Centre de cooperation internationale en recherche agronomique pour le
developpement) en las 2 lineas parentales utilizadas y se determinaron conjuntos de 48
marcadores polimorficos para cada cruce.

Todos los anélisis KAPS fueron realizados en colaboracion con el CRAG (Center for
Research in Agricultural Genomics, Bellaterra, Barcelona), por la Dra. Mireia Bundo,
bajo la supervision de la Dra. Blanca San Segundo. Desarrollaron nuevos marcadores
SNP para estos cruces especificos hasta un nimero final de 68 marcadores, distribuidos
a lo largo de los 12 cromosomas de arroz con una densidad de 3 a 7

marcadores/cromosomas con la excepcion del cromosoma | portador del QTL Saltol, que
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estaba mas saturado de marcadores, llegando a tener hasta 11 marcadores, cuatro de ellos
dentro de la region donde se encuentra el QTL Saltol.

3.1.7 Evaluacion de tolerancia a salinidad en cultivo hidropdnico

Finalizado la seleccion molecular, se eligié las plantas BC3F3 que en su genoma
presentaban un mayor retorno del parental recurrente (PR) y que albergaban la region
Saltol integra, estas fueron sometidas a un estudio de tolerancia a la salinidad utilizando
cultivos hidropdnicos, bajo condiciones de salinidad controladas. Al mismo tiempo, se
pretende descifrar los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos que contribuyen la
tolerancia a la salinidad en las lineas seleccionadas, llegando a tener la identificacion de
biomarcadores para la tolerancia a la salinidad en el arroz. Todas las plantas que
respondieron adecuadamente a la exposicion del estrés salino en un cultivo hidropénico
realizado en los invernaderos del Servei de Camps Experimentals de la UB fueron
multiplicadas para tener suficiente material (semillas) para los ensayos de campo.

3.1.8 Ensayos de campo

Se realizaron ensayos de campo en dos afios consecutivos (2018 y 2019) en campos
experimentales no salinizados de la cooperativa Camara Arrossera del Montsia
(40°42'15,0"N, 0°38'17,8”E, Amposta, Tarragona) en la finca de Pont de Canes, y en un
campo salinizado de la finca Los Vascos (40°45'38,9"N, 0°47'39,1"E Deltebre,
Tarragona), supervisada por el equipo de investigadores de la Estacion Experimental del
Ebro (EEE) del IRTA (Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries, Amposta,
Tarragona) (Figura 24).
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Figura 24.- Ubicacion de los ensayos de campo. El campo no salino se halla localizado hacia el
centro del delta del Ebro, en cambio el campo salinizado se situa muy cerca de la costa norte del
delta muy proximo al mar.
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Se monitorizo la salinidad mediante el uso de las redes de sensores inalambricas (WSN)
instaladas en los campos de ensayo, durante las dos temporadas de produccién de arroz
(2018-2019). Como ejemplo, se instalaron 6 sensores en el campo experimental Los
Vascos: cuatro de los sensores se ubicaron dentro del campo, los cuales registraron la
conductividad eléctrica del suelo, del agua y de su profundidad, mientras los dos restantes
se ubicaron, uno en la entrada y el otro en la salida del agua de riego (Figura 25).

Figura 25.- Ubicacion de los diferentes sensores en el campo salino. Los sensores que se
encuentran en la entrada y salida miden la conductividad eléctrica del agua. Los sensores 3, 4 y
5 son sensores de conductividad eléctrica del suelo. El sensor numero 6 hace la lectura de
conductividad eléctrica del agua y la medicion de profundidad del agua.

3.1.9 Disefio y ensayos de campo de las lineas seleccionadas

Se codifican como LP las lineas resultantes del cruce entre las variedades PL12 y FL478,
mientras que MS son las lineas resultantes del cruce entre PM37 y IR64-Saltol,
respectivamente. Las plantas de todos los genotipos mas los cuatro parentales se
germinaron en bandejas de multi-pocillo y luego se trasplantaron al campo en estadio de
cuatro hojas.

En cuanto al disefio se realizaron cuatro réplicas del ensayo, de las cuales se disponen en
el afio 2018 de 12 lineas de la familia LP (LP5, LP8, LP13, LP22, LP24, LP26, LP28,
LP29, LP30, LP31) de la siguiente manera: 20 filas de plantas trasplantadas manualmente
dos por cada linea o hibridos, con una separacion de 25cm entre planta-planta y 50cm de

separacion entre cada fila (Figura 26).
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Figura 26.- Imagen aérea de los ensayos de campo no salino (izquierda) y salino (derecha) 2018.

En el afio 2019, se disponen de ambas familias LP y MS (LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6,
LP7,LP8, LP11, LP12, LP13, LP14, LP16, LP17, LP20, LP21, LP22, LP24, LP25, LP26,
LP27, LP28, LP29, LP30, LP31, MS3, MS12, MS14, MS17, MS21, MS23, MS25,
MS28) y se dispuso de dos ensayos de cuatro replicas cada uno, uno de ellos con 13 filas
de lineas individuales, en el otro con 39 filas, de las cuales contenian 3 repeticiones de
cada linea o hibrido siguiendo el mismo procedimiento del afio anterior (Figura 27).

Figura 27.- Imagen aérea de los ensayos de campo no salino (izquierda) y salino (derecha) 2019.
Se observan las 4 réplicas y la proximidad del mar en el tratamiento salino.

La fertilizacion para el disefio de los campos experimentales en ambos afios fue la misma
que usan los agricultores locales, con 66,67 UNF-ha de nitrdgeno en el formato de urea
directa sobre el suelo, 33,34 UNF-ha® de nitr6geno en el formato de sulfato aménico en
el estado de iniciacion de la panicula, con un aproximado de 100 unidades de fertilizante
nitrogenado (UNF) y 50 UNF respectivamente. Por otro lado, la ADV (Agrupacié de
Defensa Vegetal de [’arros i altres cultius al Delta de [’Ebre) realiza dos tratamientos
anuales para combatir al minador-taladro del arroz (Chilo suppressalis) usando avionetas
durante el periodo de cultivo. Por lo tanto, solo se aplico un tratamiento de herbicida antes
de la siembra manual de las lineas o hibridos de arroz y otro tratamiento para las malas
hierbas en la fase de floracion del arroz, porque se comprob6 que al no arrancar la raiz

completamente estas malas hierbas volvian a crecer con mayor intensidad.

70



Los meses de evaluacion fueron en la época de verano de cada afio (julio, agosto y
septiembre), tomando en cuenta la homogeneidad, el nimero de tallos (brotes) que
presentaba cada planta, altura de la planta y su ciclo (siguiendo el protocolo de Lancashire
Lancashire et al., 1991), el minador-taladro del arroz y la afectacion del estallido del arroz
(Tabla 6).

Tabla 6. Protocolo de andlisis para la homogeneidad, los numeros de tallos, el minador del tallo
y el afiublo de arroz, Datos adaptados de Lancashire et al. (1991).

Cddigo | Homogeneidad N.° de tallos | Minador-taladro | Afiublo del
del tallo arroz
+++ >90% homogéneo | >40 tallos 0-1 plantas | 0-0,5%
afectadas afectacion de la
hoja
++ 50-75% homogéneo | 20-40 tallos | 2-5 plantas | 0,5-1%
afectadas afectacion de la
hoja
+ 25-50% homogéneo | 10-20 tallos | 5-10 plantas | 1-2% afectacion
afectadas de la hoja

Analisis estadistico

Se aplico un analisis ANOVA de dos factores siempre que se cumplieron la normalidad
de los residuos y la homocedasticidad de varianzas, analizados mediante el test de
Shapiro-Wilk, Levene y Bartlett respectivamente. Posteriormente, en caso de observarse
diferencias significativas en las comparaciones se realiz6é un test post-hoc de Tukey. En
los casos en los que los residuos de la normalidad no fueron iguales, se llevé a cabo un
test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de un test post-hoc de Dunn. Cuando ni la
normalidad de residuos ni la homocedasticidad se cumplieron, se utilizd un test
ANOVA’s Welch seguido por un test de Games-Howell post-hoc. El programa de analisis
estadistico utilizado fue el Stata V.15 (StataCorp LLC).
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3.2 Experimento 2: Optimizacion in vitro de la resistencia al herbicida
3.3.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento
Para este experimento se han utilizado seis lineas comerciales europeas (O. sativa ssp.
japonica), variedades sensibles al herbicida Cicloxidim, denominadas para este estudio
LO1, LO2, LO3 (las tres de grano largo), C997, XF5 (las dos de grano medio-corto) y RP01
(de grano redondo) y una linea O. sativa ssp. indica tropical mutante LIH03283 donadora
de la resistencia al herbicida Cicloxidim (desde ahora denominada LIH). Estas lineas
fueron suministrados por la compafiia privada BASF (Ludwigshafen, Alemania). Las 6
lineas sensibles mas la linea resistente fueron cultivadas en invernadero del Servei de
Camps Experimentals de la UB, siguiendo las mismas condiciones descritas en el
experimento 1 punto 3.1.1.
3.3.2 Hibridacion forzada y rescate de embriones
El ensayo consiste en cruzar las seis lineas de arroz comercial con una linea donadora de
la tolerancia al Cicloxidim, con pasos ya descritos en experimento 1 (apartados 3.1.3 y
3.1.4) y una vez cruzadas, cultivar la F1 resultante en medios con 0 uM, 2,50 uM 3,00
MM, 3.25 uM y 3.50 uM de Cicloxidim. Transcurridos 10 dias se valoraban los resultados
de las diferentes concentraciones de herbicida donde se observé plantas que lograban

sobrevivir y plantas que habian muerto por el efecto del Cicloxidim (Tabla 7).

100miM 25uM C 1molC 325,467 gr C 100mlH 1000uL H
* * * * *
0 1000ml M 106 1mol C 10gr C 1mL H

e 0,813 pL de herbicida Cicloxidim al 10% para 100 ml de medio
e 8,1 pL de herbicida Cicloxidim al 1% para 100 ml de medio
e 89,1 uL de herbicida Cicloxidim al 1% para 1000 ml de medio

= 0,813ulL

Tabla 7. Componentes del medio con herbicida (para un volumen final 1.000 ml) empleado para
el cultivo in vitro de embriones de arroz. Las cantidades de Cicloxidim usadas en este experimento
fueron 2,50 uM (202,5uL) 3,00 uM (243 uL) 3,25 uM (263,25 uL) 3,50 uM (283,5 pL).
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Componentes Cantidad

MS sales y vitaminas 2,2g
Sacarosa 20g
MES 250¢g
Gelrite 25¢g
pH 5,8
Cicloxidim Variable

3.3.3 Extraccién del ADN

Todos los embriones sembrados in vitro que superaban el tratamiento con el herbicida
eran analizados molecularmente mediante CAPs para confirmar la presencia de la
mutacion la cual confiere resistencia al Cicloxidim. Por ello, se realizaron extracciones
de ADN (descrito en experimento 1, apartado 3.1.5), a todas las plantas candidatas a ser
identificadas como homocigotos sensibles (s/s) o individuos heterocigotos (R/s).

3.2.4 Amplificacion PCR del Exon 1 de OsACC2

Posteriormente de la extraccion de ADN, proseguimos con la amplificacion del exon 1
del gen OsACC2 seguido de una digestion con una enzima de restriccion que digiere
especificamente el alelo mutante R, y una electroforesis para discriminar entre individuos
homocigotos sensibles (s/s) e individuos heterocigotos (R/s). La amplificacion se realizo
en placas de reaccion dpticas transparentes de 96 pocillos con codigo de barras (Applied
Biosystems™ MicroAmp™ EnduraPlate™) en un termociclador de 96 pocillos (Applied
Biosystems, California, EEUU). Las reacciones se llevan a cabo en un volumen de mezcla
de 25 pL utilizando el protocolo de ensayo SNP, método de deteccion del arroz Provisia®
mediante (CAPS). Para la amplificacion del exon 1 de OsACCase2 se us6é en cada
reaccionl7,5uL de agua milli-Q, 2,5 pL de 10x Dream Taqg Reaction buffer, 1 puL de
dNTPs (0,2 mM cada uno), 0,5 pL de primer forward, 0,5 uL de primer reverse (Tabla
8), 0,125 pL de Dream Tap DNA Polymerase y finalmente 2 L de DNA genomico (30-
40ng). El procedimiento de reaccién se programa de la siguiente manera: un periodo de
desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 59°C y 1 segundos a 72°C, y luego 10 minuto a 72°C para la extension final y

enfriado a 4°C.
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Tabla 8. Primers utilizados en este experimento

Cebadores (primers): Region del gen OsACC2 amplificada

Sentido: Alelo sensible (s):

5’'CCTGAACGTGGGTTTCAGTA3’ | 5°.CTTGGTGTGGAGAATATACATGGAAGTGCTGCT..3’
Antisentido: Alelo resistente (r):

3’AACGCCTTCAAGGTCATCTGS’ | 5°.CTTGGTGTGGAGAATTTACATGGAAGTGCTGCT..3’

Se prepara un gel de agarosa al 2% agregando 5 g de agarosa a 250 ml de 1xXTAE buffer
(40 mM tris (hydroxymethyl) aminomethano, 20 mM &cido acético glacial y 1 mM &cido
ethylenediaminetetraacetico y agua Milli-Q), que se calientan en el microondas para
fundirlos. Luego, se agregan 5 uL de Redsafe (agente intercalante del DNA) al gel, que
se vierte en una cubeta de electroforesis. Una vez que el gel esta solido, se mezclan los
10 pL del producto de PCR con 2 uL de tampdn de carga [azul de bromofenol (0,25%) y
xilen cianol (0,25%) en 3 ml de glicerol (30%)] y toda esta solucion se carga en un pozo
en el gel de agarosa. Ademas, en un pozo de cada fila, se agregaron 4 pL de un marcador
de peso molecular para poder determinar el tamafio de las bandas de ADN. Finalmente,
se le aplicaba un voltaje de 100 V y 300 mA durante 50 minutos, y al terminar se
visualizaba la imagen ultravioleta con el Bio-Rad® Gel Doc XR # 1708170.
3.25 Digestion del producto de PCR

Confirmado la presencia de amplificacion, se procedia a una digestion enzimatica de los
productos de la amplificacion mediante la enzima de restriccion Apol (Figura 19). La
digestion se realizo en placas de reaccidn opticas transparentes de 96 pocillos con cédigo
de barras (Applied Biosystems™ MicroAmp™ EnduraPlate™) en un termociclador de
96 pocillos (Applied Biosystems). Las reacciones se llevan a cabo en un volumen de
mezcla de 20 pL, utilizando 12,75 pL de H2.0 Milli-Q, 1,875 pL tampon NEBufferTM
3.1 de New England BioLabs®, el cual se basa en Tris-HCI, 0,375 pL de enzima New
England BioLabs® (Figura 28) y finalmente, 5 uL de producto de PCR. EI procedimiento
de reaccion se programa de la siguiente manera: un periodo de incubacion de 60 minutos
a 50°C, seguido de 20 minutos a 80°C (degradacién de la enzima) y enfriado a 4°C.

5 RAATTY.3%
F..NTT QA‘R Y

Figura 28. Enzima de restriccion Apol utilizado en este experimento
Una vez que acaba la digestion del producto de PCR, se lleva a cabo una electroforesis
para verificar la amplificacion. Para esto, se prepara un gel de agarosa al 2% agregando
5 g de agarosa a 250 ml de 1xTAE buffer (40 mM tris (hydroxymethyl) aminomethano,
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20 mM 4&cido acético glacial y 1 mM 4cido ethylenediaminetetraacetico y agua Milli-Q),
que se calientan en el microondas para fundirlos. Luego, se agregan 5 pL de Redsafe
(agente intercalante del DNA) al gel, que se vierte en una cubeta de electroforesis. Una
vez que el gel esté sélido, se mezclan los 20 uL del producto digerido con 4 pL de tampdn
de carga [azul de bromofenol (0,25%) y xilen cianol (0,25%) en 3 ml de glicerol (30%)]
y toda esta solucidn se carga en un pocillo en el gel de agarosa. Ademas, en un pocillo de
cada fila, se agregaron 4 pL de un marcador de peso molecular para poder determinar el
tamario de las bandas de ADN. Finalmente, se le aplicaba un voltaje de 100 v y 300 mA
durante 70 minutos, y al terminar se visualizaba la imagen ultravioleta con el Bio-Rad®
Gel Doc XR # 1708170.

3.2.6 Andlisis estadistico

Las variables estudiadas han sido niumero de embriones, plantas heterocigotas y plantas
homocigotas. Se aplico un analisis ANOVA de dos factores siempre que se cumplieron
la normalidad de los residuos y la homocedasticidad de varianzas, analizados mediante el
test de Shapiro-Wilk, Levene y Bartlett respectivamente. Posteriormente, en caso de
observarse diferencias significativas en las comparaciones se realizo un test post-hoc de
Tukey. Para determinar diferencias entre lineas y concentraciones, plantas heterocigotas
y homocigotas, se han hecho test de chi? con un intervalo de confianza del 95%. El

programa de analisis estadistico utilizado fue el Stata V.15 (StataCorp LLC).
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3.3 Experimento 3: Estudio de la resistencia al herbicida en lineas europeas de
arroz
3.3.1 Material vegetal
Para la introgresion de tolerancia a los herbicidas se han utilizado seis lineas comerciales
europeas (O. sativa ssp. japonica), suministrados por la compafiia privada BASF SE
(Ludwigshafen, Alemania). Estas seis variedades sensibles fueron denominadas para este
estudio L0O1, LO2, LO3 (las tres de grano largo), C997, XF5 (las dos de grano medio-corto)
y RPO1 (de grano redondo) y una linea O. sativa ssp. indica tropical mutante donadora
de la resistencia al herbicida Cicloxidim LIH03283 (desde ahora LIH). Las 6 lineas
sensibles més la linea resistente fueron cultivadas en invernadero, siguiendo las mismas
condiciones ya descritas en el experimento 1 en el Servei de Camps Experimentals de la
UB, apartado 3.1.1.
3.3.2 Introgresion del alelo mutante OSACC2
Para la introgresion del alelo mutante OSACC2, se realiz6 un método de retro-
cruzamiento acelerado mediante rescate de embriones y cribado in vitro de en medio de
cultivo con herbicida Cicloxidim, seguido de una confirmacién molecular mediante
amplificacion de la region genica del gen ACCase2 que contiene la mutacion especifica
y posterior digestion enzimatica (Apol) para la distincion alélica, siguiendo un esquema
tipico que involucré el cruce inicial F1, seis retro-cruces y dos generaciones de
autofecundacion en diferentes etapas, una cuando obtuvimos la BC4F1 y la siguiente para
finalizar el proyecto BC6F1. Las seis lineas L01, L02, L03, C997, XF y RPO1 se
utilizaron como parentales recurrentes femeninos (PR), mientras que LIH como donante
masculino (PD). Cada cruce se realiz6 de la misma manera para simplificar el trabajo

segun la (Figura 29).
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Figura 29. Esquema de retro-cruzamiento asistido mediante el protocolo de secuencia
polimdrfica amplificada escindida (CAPS) llevado a cabo en este trabajo. Representacion en
colores del genoma de la planta (azul oscuro para el genoma japonica y amarillo para el genoma
indica). La primera seleccion (screening) mediante el uso de medios con Cicloxidim in vitro,
posterior PCR y digestion para confirmar la presencia de la mutacion OsACC2 en las lineas
tolerantes ya seleccionadas in vitro. En el locus, AA se refiere al alelo tolerante mientras que aa
al alelo susceptible.

El trabajo que se realiz6 en cada una de las generaciones fue: a) una hibridacion forzada,
b) un rescate de embriones de semillas inmaduras, ¢) una primera seleccion in vitro de
medios de cultivos con herbicida y d) la confirmacidn de todas las plantas heterocigotas

con una enzima de restriccion (todo esto descrito en el experimento 2).
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3.3.3 Andlisis estadisticos

Las variables estudiadas han sido numero de embriones, plantas supervivientes, plantas
heterocigotas y homocigotas. Se aplico un analisis ANOVA de dos factores siempre que
se cumplieron la normalidad de los residuos y la homocedasticidad de varianzas,
analizados mediante el test de Shapiro-Wilk, Levene y Bartlett respectivamente. Para
determinar diferencias entre lineas y cruces, plantas heterocigotas y homocigotas, se han
hecho test de chi? con un intervalo de confianza del 95%. El programa de analisis
estadistico utilizado fue el Stata V.15 (StataCorp LLC).
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4. Resultados

4.1 Experimento 1: Validacion de la region Saltol, retorno al parental recurrente
y ensayos de campo de las nuevas lineas de arroz

4.1.1 Validacion de KASP para el genotipado de las nuevas lineas de arroz

Cientos de marcadores polimorficos indica/japonica fueron testados para determinar el
retorno al parental recurrente hasta llegar a los marcadores que resultaron polimérficos
entre la linea indica donante y las lineas japonica receptoras, XX para PL12 y Y'Y para
PM37.

El genotipado KASP se realiz6 en la generacion BC1F1, BC2F1, BC3F1, BC3F2 y
BC3F3 de las lineas LP (PL12 x FL478) y MS (PM37 x IR64-Saltol) respectivamente.
Por ello la validacion de marcadores polimorficos de las lineas genotipadas en las
diferentes generaciones se agrupé de acuerdo a la heredabilidad integra de la region Saltol
y mayor retorno al genoma de los parentales recurrentes. Por esta razon todos los cruces
se realizaron entre los parentales recurrentes y las nuevas lineas seleccionas
genotipicamente PCR-KASP (parentales donadores), (Tabla 9) el detalle de seleccion de
las nuevas lineas en las tablas SM1y SM2.

Tabla 9. - Ejemplo de la seleccion de retorno al parental recurrente por marcadores polimdrficos
indica/japonica en lineas MS. %PR representa el porcentaje de marcadores japdnica detectados
en cada linea sin tener en cuenta la region Saltol, %H representa el porcentaje de marcadores en
heterocigosis indica/japonica. %IR64-Saltol representa el porcentaje de marcadores indica en
homocigosis presentes en cada linea:

Planta %IR64-

Cdédigo Linea BC3MS |F3 %PR | %H Saltol

MS1 21.11H.100.58 1 100 0 0.00
MS2 21.11H.100.58 2 98.36 0 1.64
MS3 21.11H.100.43 1 95.08 0 4.92
Ms4 21.11H.222.59 5 93.44 0 6.56
MS5 21.11H.22.66 3 93.44 0 6.56
MS6 21.8E.27.67 11 93.44 0 6.56
Mms7 21.11H.22.66 6 91.80 0 8.20
MS8 21.11H.22.66 8 91.80 0 8.20
MS9 21.8E.27.79 3 91.80 0 8.20
MS10 21.6A.164.63 1 91.80 0 8.20
MS11 21.6A.164.63 10 91.80 0 8.20
MS12 21.4E.47.67 4 90.16 0 9.84
MsS13 21.8E.27.34 2 90.16 0 9.84
MsS14 21.8E.85.30 4 88.52 0 11.48
MS15 2984.33.69 5 88.52 0 11.48
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MS16 21.4E.47.3 7 88.52 0 11.48
MS17 21.3B.22.5 9 88.52 0 11.48

4.1.2 Resultados de campo de las lineas seleccionadas

4.1.21  Efectos de la salinidad en el nimero de Brotes (Ahijado)
El estudio de parametros en los ensayos de campo fue realizado en los veranos del 2018
y 2019. En 2018 se realizaron estudios de los parentales PL12 y FL478 con sus
respectivas lineas Saltol LP, mientras en 2019 se trabajaron las cuatro lineas parentales
PL12, PM37, FL478, IR64Saltol y sus lineas Saltol LP y MS.
En los ensayos de campo se realizaron dos tratamientos uno denominado control (no
salino) en la Camara Arrossera del Montsia, y el otro denominado salino en el campo
experimental Los Vascos (IRTA) los cuales han proporcionado diferencias significativas
al comparar resultados entre cada linea y a su vez entre sus parentales en ambos
tratamientos con un p-valor < 0,05.
En el tratamiento salino 2018, de todas las lineas estudiadas, la linea tolerante FL478
sufrio la disminucion estadisticamente inferior en el ndmero de brotes (ahijado),
ocurriendo de igual manera en las lineas Saltol LP8, LP26, LP23, LP28, LP29, LP30y la
linea parental PL12 respecto a las obtenidas en el tratamiento control. Al contrario, las
lineas LP10, LP13, LP20, LP24, LP31y LP9 no sufrieron disminuciones estadisticamente
significativas en sus brotes. Por otro lado, el parental FL478 del tratamiento control
presento diferencias estadisticamente significativas en el nimero de brotes con todas las
lineas Saltol LP, incluidas el parental PL12 del tratamiento control. El parental PL12 del
tratamiento control no presentdé disminuciones estadisticamente significativas en el
numero de brotes con las lineas Saltol LP8, LP9, LP10, LP13, LP20 y LP31, ocurriendo
lo contrario con las lineas Saltol LP23, LP24, LP26, LP28, LP29 y LP30 donde si se
observaron disminuciones estadisticamente significativas en el nimero de brotes del
tratamiento control. También, se observaron diferencias estadisticamente inferiores en el
numero de brotes entre las lineas Saltol del tratamiento control agrupandose en 3 grupos
el primer grupo LP23, LP24, LP26, LP28 LP29 y LP30, el segundo grupo LP8, LP20,
LP31y el tercer grupo LP9, LP10y LP13.
En cambio, el parental FL478 del tratamiento salino no presentd diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de brotes con la linea Saltol LP24.
Ocurriendo lo contrario con las lineas Saltol LP10, LP13, LP20, LP31, LP8, LP9, LP23,
LP26, LP28, LP29, LP30 y el parental PL12 donde si se observaron diferencias
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estadisticamente significativas en cuanto al nimero de brotes. Por otro lado, el parental
PL12 del tratamiento salino no presentd diferencias estadisticamente significativas en el
namero de brotes con las lineas Saltol LP8, LP9, LP10, LP13, LP20 y LP23, ocurriendo
todo lo contrario con las lineas Saltol LP24 LP26, LP28, LP29, LP30 y LP31 del
tratamiento salino. Finalmente, entre las lineas Saltol se observaron diferencias
estadisticamente diferentes en el nimero de brotes agrupandose en primer lugar la linea
Saltol LP24, en el segundo grupo LP26, LP28, LP29 LP30, LP31, en el tercer grupo LP8,
LP13, LP20, LP23, y el cuarto grupo LP9 y LP10 del tratamiento salino (Figura 30).

30 c

Numero de brotes (ahijado)

FL478 LP8 LP9 LP10 LP13 LP20 LP23 LP24 LP26 LP28 LP29 LP30 LP31 PL12
H Control Salino ORed Salino %

Figura 30. Numero brotes (ahijado) obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y sus
hibridas LP del tratamiento control (no salino) estdn representadas en color negro y las lineas
parentales y sus hibridas LP del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos
aparecen como la media (n = 24 control), (n =17 salino) + el error estdndar (2018). Las diferencias
significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los
tratamientos. Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento
salino.

En el 2019, el grupo de plantas en estudio se ampliaron a 37 lineas a diferencia del verano
anterior (14 lineas). Por consiguiente, empezaremos con las parentales FL478 y PL12
con sus respectivas lineas Saltol LP. La linea tolerante FL478 del tratamiento control
sufrio una reduccion estadisticamente de brotes (ahijado) en el tratamiento salino,
ocurriendo de igual manera en las lineas Saltol LP7, LP25, LP27. Al contrario, las lineas
LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, LP8, LP11, LP12, LP13, LP14, LP16, LP17, LP20, LP21,
LP22, LP24, LP26, LP28, LP29, LP30, LP31y la parental PL12 no sufrieron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de brotes. Por otro lado, el parental FL478

del tratamiento control presento diferencias estadisticamente significativas con todas las
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lineas Saltol LP, incluidas la parental PL12 del tratamiento control. El parental PL12 del
tratamiento control no presentd diferencias estadisticamente significativas con las lineas
Saltol LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, LP7, LP8, LP11, LP12, LP13, LP14, LP20, LP21,
LP22, LP24, LP30 y LP31 del tratamiento control, ocurriendo todo lo contrario con las
lineas Saltol LP16, LP17, LP25, LP26, LP27, LP28 y LP29. También se observan
diferencias estadisticamente significativas inferiores en el nUmero de brotes entre las
lineas Saltol del tratamiento control en el primer grupo las lineas LP16, LP17, LP25,
LP26, LP27, LP28, LP29, en el segundo grupo LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, LP8,
LP11, LP20, LP21, LP22, LP24, LP30, LP31y el tercer grupo LP7, LP12, LP13y LP14.
En cambio, el parental FL478 del tratamiento salino no presento diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de brotes con las lineas Saltol LP16 y LP17
y a su vez estas dos lineas Saltol presentaron similitudes estadisticas con LP1, LP7, LP28,
LP30. Ocurriendo lo contrario con las lineas Saltol LP2, LP4, LP5, LP6, LP8, LP11,
LP12, LP13, LP14, LP20, LP21, LP22, LP24, LP30, LP31 LP25, LP26, LP27, LP29 vy el
parental PL12 del tratamiento salino donde si que se observaron diferencias
estadisticamente diferentes en el numero de brotes. Por otro lado, el parental PL12 del
tratamiento salino no presento diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
brotes con las lineas Saltol LP1, LP3, LP5, LP6, LP7, LP8, LP11, LP20, LP22, LP24,
LP25, LP26, LP27, LP28, LP29, LP30 y LP31 del tratamiento salino, ocurriendo todo lo
contrario con las lineas Saltol LP2, LP4, LP12, LP13, LP14, LP16 y LP17 del mismo
tratamiento salino. Finalmente, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las lineas Saltol en primer lugar LP1, LP7, LP16, LP17, LP28, LP29, LP30 en el
segundo grupo, LP3, LP5, LP6, 21, LP22, LP24, LP26, LP27, en el tercer grupo LP8,
LP11, LP20, LP25y el cuarto grupo LP2, LP4, LP12, LP13, LP14 (Figura 31).
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Figura 31. Numero de brotes (ahijado) obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y sus hibridas LP del tratamiento control estdn representadas en
color negro y las lineas parentales y sus hibridas LP del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos aparecen como la media (n = 32 control),

(n=28salino) * el error estandar (2019). Las diferencias significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los tratamientos.
Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento salino.

83



Por otro parte, se estudi6 los parentales IR64Saltol y PM37 y sus respectivas lineas Saltol
MS. Con relacion a la linea tolerante IR64Saltol del tratamiento control no sufrio
disminuciones estadisticamente significativas de brotes (ahijado) en el tratamiento salino,
ocurriendo de igual manera con todas las lineas Saltol MS, incluidas su parental PM37.
Por otro lado, el parental tolerante IR64Saltol control, presentd diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de brotes con todas las lineas Saltol MS y el
parental PM37 del tratamiento control. El parental PM37 del tratamiento control no
presentd diferencias estadisticamente significativas en el nimero de brotes con las lineas
Saltol MS12, MS21, MS23, MS25 y MS28, ocurriendo todo lo contrario con las lineas
Saltol MS3, MS14, MS17, del tratamiento control. También se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas Saltol dentro del tratamiento control,
agrupandose en dos grupos el primero con MS3, MS14, MS17, MS21, el segundo grupo
MS12, MS23, MS25 y MS28.

En cambio, el parental tolerante IR64-Saltol del tratamiento salino presentd diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de brotes con todas las lineas hibridas
incluido el parental PM37 del tratamiento salino. Mientras que el parental PM37 del
tratamiento salino no presento diferencias estadisticamente significativas con ninguna de
las lineas hibridas MS y tampoco se observaron reducciones en el niUmero de brotes entre

lineas hibridas dentro del tratamiento salino (Figura 32).
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Figura 32. Numero de brotes (ahijado) obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y sus
hibridas MS del tratamiento control estdn representadas en color negro y las lineas parentales y
sus hibridas MS del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos aparecen
como la media (n = 34 control), (n = 31 salino) + el error estdndar (2019). Las diferencias
significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los
tratamientos. Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento
salino.
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4.1.2.2  Efectos de la salinidad en la longitud

Durante el periodo de cultivo, la altura de las plantas alcanzé para 2018 un promedio
méaximo de 77,5 cm de longitud en el caso del parental tolerante FL478 y de 79,5 cm en
el parental sensible PL12. Por consiguiente, la linea tolerante FL478 del tratamiento
control mostré reduccion estadisticamente de su longitud en el tratamiento salino,
ocurriendo de igual manera en las lineas hibridas LP20, LP23, LP26, LP28, LP29, LP30,
LP31y el parental PL12 con sus homologas del tratamiento salino. Al contrario, las lineas
hibridas LP8, LP9, LP10, LP13 y LP24 no presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a su longitud. Por otro lado, los parentales FL478 y el PL12 del
tratamiento control no presentaron diferencias estadisticamente significativas en su
longitud con las lineas hibridas LP del tratamiento control y tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las lineas hibridas dentro del tratamiento
control.

Por su parte, el parental FL478 del tratamiento salino no presentd diferencias
estadisticamente significativas en su longitud con respecto a las lineas hibridas dentro del
mismo tratamiento salino. Asimismo, el parental PL12 del tratamiento salino no mostro
diferencias estadisticamente significativas en su longitud con respecto a las lineas

hibridas LP dentro del mismo tratamiento salino (Figura 33).

100 5

a d
90 a 3 a

(o
[«]
Q

80
60

50
40
30

Longitud de las plantas (cm)

20
10

0 O O O O O O O O O O O O O O
FL478 LP8 LP9 LP10 LP13 LP20 LP23 LP24 LP26 LP28 LP29 LP30 LP31 PL12

H Control Salino ORed Salino %

Figura 33. Longitud en cm de las plantas obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y
sus hibridas LP del tratamiento control estdn representadas en color negro y las lineas parentales
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y sus hibridas LP del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos aparecen
como la media (n = 77 control), (n = 69 salino) + el error estandar (2018). Las diferencias
significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los
tratamientos. Ademds, se ha anadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento
salino.

Durante el periodo de cultivo, la altura alcanzo6 para 2019 un promedio maximo de 96,5
cm de longitud en el caso del parental tolerante FL478 y de 93 cm en el parental PL12.
En primer lugar, la linea tolerante FL478 control mostré disminuciones estadisticamente
significativas de su longitud en el tratamiento salino, ocurriendo de igual manera con
todas las lineas Saltol LP y la linea parental PL12 en su comparacion a su equivalente. En
segundo lugar, el parental FL478 del tratamiento control no presentd diferencias
estadisticamente significativas en su longitud con las lineas Saltol LP1, LP5, LP8, LP22,
LP24, LP26, LP28, LP29, LP30, LP31 y el parental PL12 del tratamiento control. Todo
lo contrario, sucedi6 con las lineas Saltol LP2, LP3, LP4, LP6, LP7, LP11, LP12, LP13,
LP14, LP16, LP17, LP20, LP21, LP25 y LP27 las cuales presentaron diferencias
estadisticamente inferiores de su longitud dentro del tratamiento control. El parental PL12
control no presentd diferencias estadisticamente significativas en su longitud con las
lineas Saltol LP1, LP2, LP3, LP5, LP8, LP11, LP12, LP17, LP20, LP21, LP22, LP24,
LP25, LP26, LP28, LP29, LP30 y LP31 del mismo tratamiento. Contrariamente, sucedid
con las lineas Saltol donde se observaron diferencia estadisticamente significativa en su
longitud LP4, LP6, LP7, LP13, LP14, LP16 y LP27 dentro mismo tratamiento.
Finalmente, se observaron diferencias estadisticamente significativas en su longitud entre
las lineas Saltol en primer lugar LP22, LP26, LP28, en el segundo grupo LP1, LP2, LP3,
LP5, LP7, LP8, LP11, LP12, LP17, LP20, LP21, LP24, LP29, LP30, LP31, en el tercer
grupo LP6, LP4, LP13, LP16, LP27, y el cuarto grupo LP14 y LP25 dentro del
tratamiento control.

En cambio, la FL478 del tratamiento salino no presento diferencias estadisticamente
significativas en su longitud con las Saltol LP2, LP5, LP8, LP13, LP20, LP22, LP24,
LP26, LP28, LP29, LP30, LP31Yy el parental PL12 del tratamiento salino. Contrariamente
sucedio con las lineas Saltol LP1, LP3, LP4, LP6, LP7, LP11, LP12, LP14, LP16, LP17,
LP21, LP25 y LP27 del tratamiento salino donde se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la reduccion de su longitud. EI parental PL12 del
tratamiento salino no presentd diferencias estadisticamente significativas en su longitud
con las lineas Saltol LP1, LP2, LP3, LP5, LP6, LP7, LP8, LP13, LP20, LP22, LP24,
LP25, LP26, LP28, LP29, LP30, LP31. Ademas, de forma contraria paso con las lineas
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Saltol LP4, LP11, LP14, LP16, LP17, LP21, LP25 y LP27 del tratamiento salino donde
se observaron diferencias estadisticamente inferiores en su longitud.

Finalmente, se observaron diferencias estadisticamente significativas en su longitud entre
las lineas Saltol en el primer grupo LP2, LP5, LP8, LP13, LP20, LP22, LP24, LP26,
LP28, LP29, LP30 y LP31 en el segundo grupo LP1, LP3, LP6, LP7, LP12, en el tercer
grupo LP4, LP11, LP16, LP17, LP21, LP27 el cuarto grupo LP14 y LP25 dentro del

tratamiento control (Figura 34).
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Figura 34: Longitud en cm de las plantas obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y sus hibridas LP del tratamiento control estdn representadas en
color negro y las lineas parentales y sus hibridas LP del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos aparecen como la media (n = 90 control),

(n=79salino) + el error estandar (2019). Las diferencias significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los tratamientos.
Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento salino.
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Por otra parte, tenemos los parentales IR64Saltol y PM37 y sus respectivas lineas hibridas
MS. Con relacion a la linea tolerante IR64Saltol control no sufrié reduccion
estadisticamente en su longitud en el tratamiento salino, ocurriendo de igual manera con
las lineas Saltol MS3, MS14, MS21 e incluido el parental PM37, en cambio presentaron
diferencias estadisticamente significativas de su longitud las lineas Saltol MS12, MS17,
MS23, MS25 y MS28 entre sus réplicas homoélogas del tratamiento salino. Por otro lado,
el parental IR64Saltol del tratamiento control no presentd diferencias estadisticamente
inferiores en su longitud con las lineas Saltol MS3, MS14, MS23, MS25, MS28 y el
parental PM37 del tratamiento control, ocurriendo todo lo contrario con las lineas Saltol
MS12, MS17 y MS21 del tratamiento control. En cambio, el parental PM37 del
tratamiento control no mostr6 diferencias estadisticamente significativas de su longitud
con las lineas Saltol MS3, MS14, MS25 y MS28 del mismo tratamiento control,
ocurriendo todo lo contrario con las lineas Saltol MS12, MS17, MS21 y MS23. Ademas,
se observaron diferencias estadisticamente significativas de su longitud entre las lineas
Saltol MS, en el primer grupo MS12, el segundo grupo MS14, MS23, MS25, MS28, el
tercer grupo MS3, MS17 y el cuarto grupo MS21 dentro del tratamiento control.

Por su parte, el parental IR64Saltol salino no mostré diferencias estadisticamente
significativas en su longitud con las lineas Saltol MS3, MS12, MS14, MS23, MS28 y
PM37 del mismo tratamiento salino, ocurriendo todo lo contrario con las lineas Saltol
MS17, MS21 y MS25 dentro del tratamiento salino. En cambio, el parental PM37 del
tratamiento salino no presentd diferencia estadisticamente significativa en su longitud con
las lineas Saltol MS3, MS12, MS14, MS23 y MS28 del mismo tratamiento salino,
ocurriendo todo lo contrario con las lineas Saltol MS17, MS21 y MS25 dentro del mismo
tratamiento salino. Finalmente, se observaron diferencias estadisticamente significativas
de su longitud entre las lineas Saltol MS en el primer grupo MS3, MS12, MS14, MS23,
MS28, el segundo grupo MS17, MS25 y el tercer grupo MS21 dentro del mismo

tratamiento salino (Figura 35).
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Figura 35. Longitud en cm de las plantas obtenido en el experimento 1. Las lineas parentales y
sus hibridas MS del tratamiento control estdn representadas en color negro y las lineas
parentales y sus hibridas MS del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos
aparecen como la media (n =92 control), (n = 86 salino) + el error estdndar (2019). Las diferencias
significativas con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los
tratamientos. Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento
salino.
4.1.2.3  Efectos salinos en panicula y maduracion del arroz

En los ensayos de campo 2018 se trabajo y se evalud solo las lineas LP con respecto al
estudio del nimero de paniculas y maduracion. Sin embargo, el siguiente afio no se
lograron analizar las pruebas debido al gran nimero de lineas hibridas. En cuanto al
parental FL478 del tratamiento control no llegé a completar su ciclo, por lo tanto, el
analisis estadistico utilizo los parentales FL478 del tratamiento salino y PL12 de ambos
tratamientos.

El parental PL12 control no presenta diferencias estadisticamente significativas en
numeros de paniculas con respecto al tratamiento salino, de igual manera se comportaron
las lineas Saltol LP8, LP10, LP20, LP26, LP28, LP29, LP30, LP31. Sin embrago, las
lineas Saltol LP9, LP13, LP23y LP24 si mostraron diferencias en su nimero de paniculas
entre ellas. Por otro lado, El parental PL12 del tratamiento control mostré diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de paniculas con las lineas Saltol LP9, LP10,
LP13, LP23, LP24, LP26, LP29 dentro del mismo tratamiento control. También se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de paniculas entre las

lineas Saltol LP el primer grupo LP23, LP24, LP26, LP29, LP31en el segundo grupo LP8,
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LP28, LP30 en el tercer grupo LP20 y el cuarto grupo LP9, LP10, LP13 dentro del mismo
tratamiento control (Figura 36).

40

w

]
Q
Q

w

o
(o

[op

Numero de panlculas
= = N N
o (5 o (8]

T
[}
o
o)
o
——mo
(@]
)
—Ac
—-A"c
—c
o
o

[€,]

0 O O O O O O O O O O O O O O
FL478 LP8 LP9 LP10 LP13 LP20 LP23 LP24 LP26 LP28 LP29 LP30 LP31 PLI12

M control salino O Red Paniculas %

Figura 36. Numero de paniculas obtenido en el experimento 1. La parental PL12 y sus hibridas
LP del tratamiento control estdn representadas en color negro y las lineas parentales y sus
hibridas LP del tratamiento salino estdn representadas en color gris. Los datos aparecen como
la media (n = 21 control), (n = 20 salino) * el error estdndar (2018). Las diferencias significativas
con un p-valor < 0,05 se han representado con letras distintas dentro de los tratamientos.
Ademds, se ha afiadieron los datos de la reduccion porcentual del tratamiento salino.

Por su parte, en el ensayo salino el parental FL478 mostro diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de paniculas con las lineas Saltol LP9, LP10, LP13, LP23y
el parental PL12 dentro del mismo tratamiento. Ademas, el parental PL12 salino mostro
diferencias estadisticamente significativas en el niUmero de paniculas con las lineas Saltol
LP26, LP29y el parental FL478 dentro del mismo tratamiento. Finalmente se observaron
diferencias estadisticamente diferentes en el nimero de paniculas entre las lineas Saltol
LP el primer grupo LP26, LP29, en el segundo grupo LP24, LP28, LP30, en el tercer
grupo LP8, LP20, LP31 y el cuarto grupo LP9, LP10, LP13, LP23 dentro del mismo
tratamiento salino.

La maduracion viene asociada al nimero de paniculas, debido a esta dependencia no se
obtuvo resultados del parental resistente FL478 en el tratamiento control. Por otro lado,
el parental PL12 y algunas lineas Saltol no consiguieron completar su ciclo de
maduracion. Por consiguiente, los datos no fueron suficientes para el analisis estadistico.

En el tratamiento salino, la maduracion complet6 el ciclo fisiolégico en los parentales

91



FL478, PL12 y sus lineas Saltol LP. Sin embargo, no se obtuvo suficientes replicas para
cada linea y, por tanto, no fue viable el analisis estadistico.

4.1.24  Medicion de la afectacion de las plagas en el cultivo del arroz
En el ensayo de campo, también se evalud otros pardmetros cualitativos no estadisticos
como: la homogeneidad, el encamado, la afectacion por Pyricularia oryzae, infestacion
por Lissoroptus sp. y afectacion por Chilo suppressalis (minador-taladro del arroz), los
cuales fueron significativos para la investigacion. Por otro lado, la recogida de datos para
la evaluacion de las 4 lineas parentales FL478, IR64Saltol, PL12 y PM37 y sus lineas
Saltol LP y MS se realiz6 cada quince dias durante todo el periodo de cultivo (Julio-
Agosto-Septiembre), a continuacion se muestra (Tabla 10) los criterios que se utilizaron
para los aspectos cualitativos a evaluar en el cultivo del arroz 2018 y 2019 (Tabla 11-12).

Tabla 10. Criterios cualitativos para el estudio de las variedades del arroz.

Cédigo | Homogeneidad Encamado | Pyricularia Lissoroptus sp. | Chilo
oryzae suppressalis
+++ >90% homogéneo | <10 0-0.5% 0-1 plantas | 0-1 plantas
plantas afectacién de | afectadas afectadas
acostadas | la hoja
++ 50-75% >10-20 0.5-1% 2-5 plantas | 2-5 plantas
homogéneo plantas afectacién de | afectadas afectadas
acostadas | la hoja
+ 25-50% >20-40 1-2% 5-7 plantas | 5-7 plantas
homogéneo plantas afectaciéon de | afectadas afectadas
acostadas | la hoja
- <25% homogéneo | >40tallos | >2% 7-10 plantas | 7-10 plantas
afectacion de | afectadas afectadas
la hoja

Tabla 11. Evaluacion de campo de las Lineas FL478, PL12 y sus hibridas LP, en ambos campos de
cultivos (No Salino y Salino).

Lineas Salinidad | Homogeneidad | Encamado Pyricularia | Lissoroptus | Chilo .
oryzae sp. suppressalis
FLA78 No salino +++ ++ +++ +++ +
Salino +++ +++ +++ +++ ++
LP8 No salino +++ ++ +++ ++ ++
Salino +4++ +4++ +4++ +4+ 4+
LP9 No salino + ++ +++ +++ +
Salino ++ +++ +++ +++ +++
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LP10 No salino + ++ +++ ++ ++
Salino ++ + +++ ++ ++
LP13 No salino +++ ++ +4++ ++ ++
Salino +++ +++ 4+ ++ ++
LP20 No salino +++ ++ ++ ++ +++
Salino ++ +++ +++ +++ ++
LP23 No salino +++ ++ +++ 4+ ++
Salino ++ +++ +4++ ++ ++
LP24 No salino +++ ++ +++ 4+ ++
Salino +++ +++ +++ +++ +++
LP26 No salino ++ ++ +++ ++ ++
Salino ++ +++ +4++ ++ ++
LP28 No salino +++ ++ +++ 4+ ++
Salino +++ +++ +++ +++ ++
LP29 No salino +++ ++ +++ ++ ++
Salino ++ +++ +++ +++ 1+
LP30 No salino +++ ++ +++ ++ ++
Salino +++ +++ +++ +++ 1+
LP31 No salino ++ ++ +4+ ++ ++
Salino ++ +++ +++ +++ 1+
PL12 No salino +++ ++ +++ +++ ++
Salino +++ +++ +++ ++ ++

Tabla 12. Evaluacion de campo de las 4 parentales FL478,
LPy MS, en ambos campos de cultivos (No Salino y Salino) 20189.

IR64Saltol, PL12, PM37 y sus hibridas

Lineas salinidad Plantas'fuera Encamado de | Pyricularia Chilo .
de tipo las plantas oryzae suppressalis
LP8 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ 4+
LP13 No salino ++ +4+ +++ 4
Salino +++ ++ +++ 4
LP20 No salino +++ +4++ +++ 4+
Salino +++ +++ +++ 4+
LP24 No salino +++ +++ +++ F++
Salino +++ +++ +4++ 4+
LP26 No salino +++ +4++ +++ 4+
Salino +++ +++ +4++ 4+
LP28 No salino +++ ++ +++ 4+
Salino +++ +++ +4+ 4+
LP29 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +4+ 4+
LP30 No salino +++ +++ +++ e+
Salino +++ +++ +++ +4++
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LP31 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
LP16 No salino +H+ ++ ++ +++
Salino +++ ++4+ +++ +++
LP2 No salino ++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ ++ ++
LP17 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
LP7 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
LP1 No salino +++ ++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +
LP12 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
LP14 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ 4+
LP11 No salino +++ +++ +4++ 4+
Salino +++ +++ +++ +++
LP6 No salino +++ +++ +++ +H+
Salino +++ +++ +++ 4+
LP4 No salino +++ +++ +++ +H+
Salino +++ +++ +++ ++
LP3 No salino +++ +++ +++ ++
Salino +++ +++ +++ ++
MS12 No salino ++ +++ +++ 4
Salino +++ +++ +++ 4+
IR64S No salino ++ +++ +++ 4
Salino +++ +++ +++ 4+
MS28 No salino +++ ++ +++ 4+
Salino +++ +++ +++ 4+
MS23 No salino +++ +++ +++ ++
Salino + +++ +++ 4+
MS3 No salino +++ +++ +++ 4+
Salino +++ +++ +++ 4+
FLA78 No salino +++ +4++ +++ 4+
Salino +++ +++ +++ ++
PM37 No salino +++ +4++ +++ 4+
Salino +++ +++ +++ ++
LP22 No salino +++ +4++ +++ 4+
Salino +++ +++ +4+ 4+
PL12 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
LP5 No salino +++ +++ +++ e+
Salino +++ ++ +++ 4+
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LP21 No salino +++ ++4+ +++ +++
Salino +++ ++4+ +++ +++
LP25 No salino +++ +++ +++ +++
Salino ++ ++4+ +++ +++
LP27 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
MS14 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
MS17 No salino +++ +++ +++ +++
Salino - +++ +++ +++
MS21 No salino +++ +++ +++ ++
Salino +++ +++ +++ +++
MS25 No salino +++ +++ +++ +++
Salino +++ +++ +++ +++
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4.2 Experimento 2: Optimizacion in vitro de la resistencia al herbicida

4.2.1 Cruzamiento de las seis lineas elite

En el segundo experimento referente a la resistencia al herbicida, se emascularon 316
espigas las cuales fueron fecundadas mediante una polinizacion asistida, la cual dio como
resultado la obtencion de 1.640 embriones, es decir que por cada espiga emasculada se
desarrollaba una media de 5,18 embriones. En relacion a las lineas (Figura 37), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas (P valor = 0,8490).
Durante el proceso del ensayo, las lineas C997, XF6 y RP01 presentaron una esterilidad

considerable, lo cual nos llevé a realizar un mayor nimero de emasculaciones.
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Figura 37. Media de embriones obtenidos por cruzamiento asistido de cada linea. El andlisis
estadistico mostrd que no habia diferencias significativas entre las lineas (p = 0,8490) y todas
pertenecen a un mismo grupo.

4.2.2 Supervivencia de los embriones en el cultivo in vitro con herbicida

Una vez obtenidos los 1.640 embriones mediante cruzamientos asistidos se realizo el
cultivo in vitro para observar la supervivencia a diferentes concentraciones de herbicida,
de los cuales se obtuvieron por un lado 420 embriones del tratamiento con herbicida y
321 embriones del tratamiento sin herbicida (Tabla 13). Ademas, en la comparacion de

las lineas no se observaron diferencias significativas, con un (P valor < 0,05).

Tabla 13. Porcentajes de supervivencia de las plantas de cada linea cultivadas a diferentes
concentraciones de herbicida. Las concentraciones con asterisco presentan tasas de
supervivencia significativamente diferentes al resto (P <0,05).
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% Supervivientes segun la concentracion de
herbicida (uM)

Lineas | "iantas Plantas 0* | 2,50* | 3,00 | 3,25 | 350% | Total
Cultivadas | Supervivientes
LO01 269 110 | 95.92% 47.17% 31.58% 26.79% 8.93% | 42.08%
L02 325 146 | 97.18% 43.64% 23.61% 29.51% 25.71% |43.93%
L03 309 151 | 95.52% 49.02% 25.00% 38.46% 32.35% |48.07%
C997 241 98| 92.00% 40.00% 23.40% 24.00% 20.75% |40.03%
XF6 231 103 { 100.00% 44.00% 29.55% 23.91% 23.91% |44.27%
RPO1 265 133 | 87.50% 58.33% 44.44% 45.28% 14.04% |49.92%
Total 1640 741 | 94.69% 47.03% 29.60% 31.33% 20.95% |44.72%

En cuanto a todos los embriones cultivados con herbicida presentaron porcentajes de
supervivencia significativamente inferiores al tratamiento sin herbicida (94,69%), la
concentracion 2,50 pM con 47,03% a su vez presento diferencias con el resto de las
concentraciones con herbicidas, pero entre las concentraciones 3,00 uM y 3,25 uM (con
porcentajes de supervivencia de 29,60% y 31,33%, respectivamente) las diferencias no
son significativas, mientras que la concentracion 3,50 puM con solo 20,95% de
supervivientes la méas bajo de todas y con diferencias significativas respecto al resto.
Asimismo, la concentracion 2,50 uM parece ser la mejor y la 3,50 UM la peor en cuanto
a supervivencia. Posteriormente estudiamos que concentracion es la mejor del ensayo,

realizando la confirmacién con una PCR-Digestion (Figura 38).
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Figura 38. Tasa de supervivencia observada en cada concentracion de Cicloxidim. Las letras
indican grupos con diferencias significativas por el test chi? (P <0,05).

97



4.2.3 Confirmacion molecular de la introgresion del alelo OsSACC2

Para continuar con el ensayo, se extrajeron el ADN de las 741 plantas vivas para
determinar molecularmente los alelos del gen OsACC2 presentes de las cuales 12 plantas
no amplificaron molecularmente quedando un total de 729 plantas estudiadas. Se
detectaron 584 heterocigotas Resistente/sensible (R/s) y 145 homocigotas
sensible/sensible (s/s) (Figura 39).

R/s sis Ris R/s Ris R/s R/s Ris Ris R/s M R/s R/s Ris RIs R's - RIR sls M

1517 bp
100C bp 1517 bp
B0 bp 1000 bp
1
90bn 500 bp
100 bp

Figura 39. Electroforesis en gel del ADN amplificado y digerido. Encima de cada carril mostramos
el genotipo resultante de cada individuo analizado. R/s: individuo heterocigoto resistente; s/s:
individuo homocigoto sensible; (-): control negativo (H,O MiliQ); R/R: control homocigoto
resistente; s/s: control de homocigoto sensible; M: marcador molecular. El asterisco corresponde
a un individuo heterocigoto que se confirmé repitiendo la ampliacion. A la derecha, se indican
los pesos de las principales bandas del marcador molecular.

Por consiguiente, en el tratamiento control obtuvimos como resultado un 64% y a su vez
las concentraciones 2,50 UM un 75%, la 3,00 uM un 97%, la 3,25 puM un 100% y la 3,50
KM un 99% de plantas heterocigotas respectivamente. Por otra parte, tenemos las plantas
homocigotas con un 34% para el tratamiento control, un 24% para la concentracion de
2,50 UM, un 2% para 3,00 uM, un 0% para 3,25 puM y finalmente un 1% para 3,50 uM.
Con respecto al analisis estadistico se observaron diferencias significativas en las
concentraciones (P valor = 0,0001), mientras que entre las lineas no presentaron

diferencias (P valor = 0,8377) ambos analisis realizados por un test chi?.

98



4.3 Experimento 3: Estudio de la resistencia al herbicida en lineas europeas de arroz

4.3.1 Retrocruzamiento asistido de seis lineas europeas de arroz

Inicialmente en el tercer experimento se trabajaron con cuatro cruces de lineas japonicas
(parentales recurrentes) y una linea indica (parental donador). Posteriormente, cuando
obtuvimos resultados favorables de la generacion F1, la empresa BASF decidi6 agregar
dos lineas adicionales al estudio durante dos afios. Por lo tanto, se obtuvieron diferentes
nameros de embriones, los cuales dependian de sus variedades y sus tipos de granos
(Tabla 14).

El factor més importante del experimento 3 es el nimero de embriones, los cuales
dependieron directamente de la cantidad de polen que se produjo en cada estacion del
afo. Estaes la principal razon que explicaria que mientras se realizaron los cruces de cada
generacion, se obtuvieron diferentes resultados en cada una de ellas. Iniciamos el
programa de mejoramiento (retrocruces) con las cuatro primeras lineas (L01, L02, CM7
y CMB8) mas la donadora (LIH). Asi, en el verano del 2018 los embriones obtenidos en
este primer cruce (F1) no presento diferencias estadisticamente significativas entre el
numero de embriones y entre las cuatro lineas. Para la siguiente generacion los cruces se
realizaron en otofio del 2018. Por un lado, la obtencion del (BC1F1) de tres lineas (LO1,
L02, CM7 este altimo cambio de siglas a C997) y por el otro lado la obtencion de la F1
de tres lineas (L03, RP01 y CM8 que cambio de siglas a XF), en las cuales se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de embriones y las seis lineas
comerciales. A continuacién, para la siguiente generacion los cruces se realizaron en la
primavera del 2019 para la obtencion del BC2F1 de las lineas (L01, LO2 y C997) y, por
el otro lado, para la obtencion del BC1F1 de las lineas (L03, RPO1 y XF), en las cuales
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de embriones y
las seis lineas comerciales. Seguidamente, para la siguiente generacién los cruces se
realizaron el verano del 2019 con la obtencion del BC3F1 de las lineas (L01, L02 y C997)
y el BC2F1 de las lineas (L0O3, RP0O1 y XF) donde se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el nimero de embriones y las lineas comerciales.
Finalmente, la siguiente generacion se cruzo en el invierno 2019/20 para la obtencion del
BC4F1 de las lineas (L01, L02 'y C997) y el BC3F1 de las lineas (L03, RPO1 y XF) donde
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de embriones
obtenidos y las lineas comerciales en estudio, (Figuras 40 y 41). Se realiz6 un test chi?

para observar las diferencias significativas, sin embargo, en el primer cruce no se
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observaron diferencias con un P valor = 0,721. Mientras que para las siguientes cuatro
generaciones se observaron diferencias significativas con un P valor = 0,0001 (Tabla SM
10). Por otra parte, las seis lineas en estudio no presentaron diferencias significativas entre
ellas (test ANOVA) con un P valor = 0,8429, pero durante la obtencion de la F1 vy el
BC1F1 de la linea RP01 se observaron caracteristicas de infertilidad en los embriones, ya
que la donadora de polen (LIH) es subespecie indica tropical de grano largo y la receptora
(RPO1) es subespecie japonica pura presentando alelos de incompatibilidad mayor en el
locus de esterilidad S5 del arroz.
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Figura 40. Ratio media de embriones por cruzamiento/generacion obtenido por dos lineas de
grano largo (LO1, LO2) y una linea de grano medio (C997) a lo largo de los cinco periodos. Las
barras indican el error estdndar.
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Figura 41. Ratio media de embriones por cruzamiento/generacion obtenido por una linea de
grano largo (L03), una linea de grano medio (XF) y una linea de grano redondo (RP01) a lo largo
de los cuatro periodos. Las barras indican el error estdndar.

4.3.2 Eficiencia del retrocruzamiento

Los embriones obtenidos de cada variedad se cultivaron en medios de cultivo in vitro para
rescate de embriones (ER) con la concentracion de 3,25 uM (263,25 L de herbicida para
1000mL de medio ER, concentracion puesta a punto en el experimento 2) para cada
generacion. Se valoraron los efectos del medio y al cabo de 10 dias se observaron la
regeneracion de las plantulas para cada variedad (Tabla 14).

Tabla 14. Parametros utilizados en este experimento. Numero de paniculas emasculadas y
polinizadas, numero de embriones obtenidos, plantas mutantes en cada generacion y la
eficiencia de los embriones segun la época estacional.

Paniculas . Embriones/ Eficiencia
.. 3 Embriones ) Mutante/ ..
Generacion | Lineas | emasculadas K paniculas .. | Mutantes/ | Estacion
L. obtenidos . . generacion .
/polinizadas polinizada embriones
F1 L01 78 263 3,37 182 69,20 Verano
F1 L02 74 280 3,78 160 57,14 Verano
F1 cmM7 17 71 4,18 48 67,61 Verano
F1 CM8 23 70 3,04 40 57,14 Verano
BC1F1 L01 38 228 6,00 53 23,25 Otofo
BC1F1 L02 59 113 1,92 19 16,81 Otofio
BC1F1 C997 24 134 5,58 31 23,13 Otofio
F1 LO3 49 134 2,73 101 75,37 Otofo
F1 RPO1 56 329 5,88 30 9,12 Otofio
F1 XF 20 151 7,55 39 25,83 Otofio
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BC2F1 LO1 135 683 5,06 49 7,17 Primavera
BC2F1 LO2 123 345 2,80 59 17,10 Primavera
BC2F1 €997 98 370 3,78 35 9,46 Primavera
BC1F1 XF 118 522 4,42 69 13,22 Primavera
BC1F1 LO3 218 788 3,61 222 28,17 Primavera
BC1F1 RPO1 103 178 1,73 26 14,61 Primavera
BC3F1 LO1 25 590 23,60 228 38,64 Verano
BC3F1 LO2 33 543 16,45 204 37,57 Verano
BC3F1 €997 43 61 1,42 39 63,93 Verano
BC2F1 XF 29 378 13,03 168 44,44 Verano
BC2F1 LO3 56 153 2,73 62 40,52 Verano
BC2F1 RPO1 27 347 12,85 130 37,46 Verano
BC4F1 Lol 41 132 3,22 44 33,33 Invierno
BC4F1 LO2 51 142 2,78 39 27,46 Invierno
BC4F1 C997 31 9 0,29 3 33,33 Invierno
BC3F1 XF 48 123 2,56 55 44,72 Invierno
BC3F1 LO3 23 7 0,30 1 14,29 Invierno
BC3F1 RPO1 45 48 1,07 5 10,42 Invierno

El andlisis estadistico demostrd diferencias significativas (P = 0,0001) (Tabla SM8) en la
regeneracion de plantulas mediante el retrocruzamiento asistido llevado a cabo durante
dos afios de investigacion. En general las seis lineas se comportaron de manera diferente
y destacaremos las mas estudiadas del experimento. Las lineas de grano largo LO1 y L02
son las que mostraron mejor comportamiento en la obtencion de los cruces teniendo en
cuenta que tienen una espiga mas grande, pero las glumas son mas delgadas lo que
dificulta la entrada del grano de polen en la polinizacion asistida. Por su parte la linea L0O3
también de grano largo y espiga mas pequefia que las dos anteriores, su principal
problema fue estar siempre descoordinada con su donadora de polen, es decir cuando
habia plantas donadoras de polen no habia receptoras y viceversa. Las lineas de grano
medio por un lado C997 presento muchas contaminaciones in vitro (medios con herbicida
Cicloxidim) por lo que todas las plantas contaminadas se contaban como plantas muertas
para evitar falsos positivos. Por otro lado, la planta XF sufrié una excesiva infeccion de
pulgones (Schizaphis graminum) una de las principales plagas fitosanitarias del arroz, los
cuales originaron problemas en la etapa de la polinizacién debido a la interferencia del
pulgon dentro de las glumas, que las invadian completamente lo cual disminuia
significativamente el nimero de embriones obtenidos. Finalmente, la linea de grano
redondo RPO1 subespecie japonica pura presentd esterilidad en la obtencion de las

hibridas F1 y su enraizado fragil que provocaba un efecto de acostado, el cual debia tener
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un soporte rigido en paralelo a la espiga para evitar que se doblara y perdiesen los
embriones fecundados. Estds observaciones realizadas in vitro e invernadero son las
posibles causas para que existan diferencias estadisticamente significativas en la

obtencion de los nuevos cruces.

4.3.3 Confirmacion molecular de las plantulas supervivientes

Se extrajo el ADN de todas las plantas supervivientes a la seleccion in vitro en medio con
herbicida de todos los cruces/generaciones y para confirmar la heredabilidad del gen
OsACC2 presente en cada plantula se realizaron un protocolo CAPs mediante PCR-
Digestion enzimaética. Los resultados de las amplificaciones por PCR y su posterior
digestion identificaron con éxito la presencia de homocigosis/heterocigosis de las
plantulas seleccionadas. La observacién mostrada por los geles de electroforesis fueron
plantas heterocigotas resistentes/sensibles (R/s) y homocigotas sensibles (s/s) tal y como
se observa en la Figura 41. En cuanto al namero de plantas mutantes conforme se va
avanzando en el programa de retrocruces, la cantidad de mutantes es mayor, hemos
superado la esterilidad que observamos en la linea RPO1 en los primeros cruces
(esterilidad mayor debida a incompatibilidad en el locus S5).

Por otro lado, realizamos el analisis estadistico Chi? para cada generacion, en la obtencion
de la F1 de las cuatro primeras lineas estudiadas no se observaron diferencias
significativas (P valor = 0,2770), mientras que para las siguientes tres lineas del BC1F1
(LO1, LO2 y C997) vy las lineas F1 (LO3, RPO1 y XF6) si que se observaron diferencias (P
valor = 0,0001), en relacion al BC2F1 de las lineas (L01, LO2 y C997) y las BC1F1 de
las lineas (L03, RPO1 y XF6) no se evidenciaron diferencias (P valor = 0,2501), siguiendo
con la BC3F1 de las lineas (L01, L02 y C997) y la BC2F1 de las lineas (L03, RP01 y
XF6) donde se volvieron a ver diferencias (P valor = 0,0001) y finalmente la generacién
BC4F1 para las lineas (L01, LO2 y C997) y el BC3F1 de las lineas (L03, RP01 y XF6)
no se volvieron a evidenciar diferencias (P valor = 0,2808 ver tabla anexo).

El alelo mutante OSACC2 genera en una diana de restriccion Apol, de modo que la banda
amplificada de ACC2 de 444pb es digerida en dos fragmentos de 291 pb y 153 pb. De
este modo, cuando la muestra analizada es homocigota mutante apareceran sélo las
bandas de digestion de 291 y 153 pb, cuando se trate de una muestra homocigota salvaje
aparecera una unica banda no digerible de 444bp y cuando se trate de un heterocigoto
apareceran las tres bandas la primera de 444pb (heredado del parental recurrente), y dos
bandas (heredadas del parental donador LIH) de 291 pb y 153 pb (Figura 42).
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Figura 42. Electroforesis en gel de agarosa de las pldantulas mutantes. El control positivo mutante
homocigoto LIH muestra dos bandas de ADN (153 pares de bases y 291 pares de bases). Los
controles positivos homocigotos de tipo salvaje LO1 y LO2 muestran una unica banda de 444 pb
no digerida. Las mutantes heterocigotas muestran tres bandas correspondientes a la banda de
444 pb no digerida y las bandas de 153 y 291 pb digeridas. EIl control negativo es la mix de PCR
y mezcla de digestion con agua MilliQ como muestra (C-).
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5.Discusion

5.1 Experimento 1: Validacion de la region Saltol, retorno al parental recurrente
y ensayos de campo de las nuevas lineas de arroz

El primer experimento permiti6 determinar la integridad de la region Saltol y el porcentaje
de retorno al parental recurrente en todas las lineas seleccionadas.

La introgresién del QTL Saltol para variedades de alto rendimiento (PL12 y PM37) fue
exitosa, obteniéndose un alto porcentaje de retorno al parental recurrente del 90-100% en
tan s6lo tres retrocruces. Las introgresiones accidentales de los parentales donantes
representaron entre 0 a 9,84%, los cuales han sido similares a los obtenidos por
Krishnamurthy y colaboradores al desarrollar tres retrocruces y seleccionar los individuos
con mayor retorno al parental recurrente mediante chips de DNA de 50.000 SNPs
(Krishnamurthy et al. 2020). De modo similar, a nuestros resultados, Ho et al. (2016)
también recalca la importancia del uso de marcadores MABC para acelerar la obtencion
del BC3F2 con un 99,7% del genoma para el parental recurrente y homocigosis en la
region del QTL Saltol (Ho etal. 2016). Por su parte, Huyen y colaboradores (2012)
identificaron 63 marcadores polimérficos de entre 500 marcadores SSR flanqueados en
los 12 cromosomas del arroz para el genotipado de sus nuevas lineas, obteniendo en el
BC3F1 un individuo que tenia todos los alelos del parental recurrente y cuatro individuos
que diferian por tener un rasgo heterocigoto (Huyen et al. 2012). De la misma forma, Vu
y colaboradores seleccionaron 89 marcadores polimorficos de entre 368 marcadores SSR
para el genotipado de las nuevas generaciones por retrocruzamiento y obtuvieron como
resultado una generacion BC3F1 de 96,8 a 100% del genoma al parental recurrente (Vu
et al. 2012).

Cabe destacar que una vez alcanzado la homocigosis en la region Saltol, las plantas
manifestaron diferentes comportamientos y tolerancia a la salinidad con respecto al
parental tolerante FL478. No obstante, estas diferencias observadas en respuesta a la
salinidad podrian atribuirse al entorno complejo del suelo y de los caracteres de tolerancia
a la salinidad (Wu et al., 2020).

Las nuevas lineas de arroz LP-Saltol y MS-Saltol tolerantes a la salinidad fueron
estudiadas, en primer lugar, en soluciones hidropdnicas para garantizar concentraciones
homogéneas en el tratamiento salino. Sin embargo, presentaron resultados contradictorios

entre el comportamiento de las nuevas lineas y sus parentales (resultados no mostrados
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en esta Tesis). Finalmente, las nuevas lineas Saltol y sus parentales fueron analizadas en
condiciones reales de campo donde también observamos variabilidad entre las plantas,
que explicamos por la elevada variabilidad espacio/temporal de la salinidad en los campos
salinos.

Los ensayos de campo con las nuevas lineas introgresadas con la region Saltol suponen
un gran avance para el sector arrocero europeo. Por un lado, se reducird la perdida de la
cosecha por salinidad. Por otro, ayudara a combatir la invasion del caracol manzana en
los campos de arroz, ya que se minimizaran las mermas de produccion debido a la
salinidad residual derivada de las distintas estrategias de erradicacion basadas en el
manejo del agua como son las siguientes: (a) la inundacién de los campos con agua de
mar, (b) el barbecho que también provoca salinizacién del campo, (c) el cultivo del arroz
mediante riegos intermitentes, y (d) realizando rotacion de cultivo con especies de cultivo
aerobico tolerantes a la salinidad como la quinoa.

Los resultados de biomasa (concretamente nimero de brotes, Figuras 26, 27 y 28)
mostraron la alta tolerancia de las nuevas lineas Saltol a los efectos de la salinidad
expresada en la reduccion en la merma del nimero de brotes (ahijamiento) debido a la
salinidad que si sufrian los parentales europeos. Cabe destacar que el nimero de brotes
esta correlacionado con el nimero de paniculas y la tasa de supervivencia de la planta, en
comparacion con el tratamiento control, como describen Zeng & Shannon, (2000) y
similares afirmaciones hace Zeng et al. (2001). Nuestros resultados también estuvieron
en esta direccion.

Los resultados indicaron el efecto de la salinidad en la altura de las plantas de las nuevas
lineas Saltol y sus parentales, y demostrando que hubo diferencias significativas (P <0.05)
en las longitudes entre los tratamientos salino y control en ambos afios (que podria
deberse a la complejidad genética de las variedades). Aungue cabe destacar que las
plantas afectadas por salinidad a bajas concentraciones pueden tolerar el estrés salino
durante periodos mas largos antes de que ocurra una reduccion significativa del
crecimiento de las plantas. Nuestros resultados han coincidido con Puvanitha y
Mahendran (2017) que observaron los efectos del estrés salino en las alturas de las plantas
de arroz causa una reduccion significativa en las etapas vegetativa, reproductiva y de
maduracion en comparacion con su tratamiento control. Ademas, Sajid y colaboradores
observaron que las altas concentraciones de sal en el suelo afectaron la homeostasis de
los caracteres bioquimicos y la fisiologia del crecimiento en las plantas durante dos

temporadas de cultivo (Sajid et al., 2019). Otros autores como Shankar (2016) estudiaron
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tres variedades de arroz, tales como Pokkali, IR64Saltol y N22, bajo condiciones de
salinidad y sequia, afirmando que la etapa de plantula es la mas susceptible a la salinidad
y que cada variedad tiene respuestas especificas al estrés por sequia y salinidad (Shankar
et al. 2016).

Por su parte, Parihar y colaboradores mencionan que la reduccion del crecimiento en las
plantas se debe, en primer lugar, al efecto osmético debido a la baja absorcion de agua
mediante las raices y en segundo lugar por el efecto idnico producido por un desequilibrio
en las rutas metabolicas de las plantas (Parihar etal. 2015). También, Linh vy
colaboradores realizaron ensayos de campos para analizar diferencias entre lineas
introgresadas con el alelo Saltol y sus parentales, pero no encontraron diferencias entre
los rasgos morfologicos y agronémicos de las nuevas lineas Saltol con respecto a su
parental sensible, no obstante, la longitud de las nuevas lineas fue superior en 4 a 5 cm
en comparacion con el parental sensible (Linh et al. 2012).

De la misma manera, Takehisa y colaboradores (2004) estudiaron rasgos como la
longitud de las plantas y el nimero de brotes en condiciones salinas (50-100 mM) y no
salinas (>10 mM) durante cuatro temporadas de cultivo (1999-2002) y revelaron que las
lineas en condiciones salinas eran mas estables que sus homologas del tratamiento no
salino. Ademas, indicaron que existen diferentes mecanismos genéticos que controlan la
longitud y el nimero de brotes (Takehisa et al. 2004).

La reduccion en el nimero y la longitud de paniculas también fue significativa en
condiciones salinas y por la disminucion de brotes (ahijado). La etapa mas sensible fue el
inicio de la panicula y la floracion, acarreando como consecuencia la esterilidad de
algunas lineas Saltol y los parentales sensibles. En cambio, el parental tolerante FL478
no llego a finalizar su ciclo de maduracion debido a su deficiente adaptacion a las
condiciones climaticas del Delta del Ebro (sensibilidad al fotoperiodo; Jia, 2009). Las
paniculas fueron mas cortas como resultado del estrés salino, con una gran variacion entre
las nuevas lineas Saltol, el parental tolerante FL478 y parental sensible PL12. Del mismo
modo, se observaron un menor porcentaje de granos llenos o incluso esterilidad y no
llegaron a finalizar la maduracion, resultados que coinciden con Gerona et al. (2019),
quienes observaron que el estrés salino afectd negativamente varios aspectos
especialmente el porcentaje de granos llenos, la viabilidad del polen y bajo rendimiento
de grano con un 45%, 37% y 52% Yy genotipos sensibles a la salinidad de un 68%.
Asimismo, Ali y colaboradores (2013) estudiaron la correlacion de varios rasgos

morfoldgicos entre los que podemos mencionar estan la longitud de las plantas, el nimero
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de brotes, la productividad de los brotes, la longitud de las paniculas entre otros. Para
medir estos rasgos morfologicos ellos utilizaron dos indices de estrés: el indice de
susceptibilidad al estrés (I1SS) y el indice de tolerancia al estrés (ITS), observando que
para el ISS no hubo ninguna correlacion en suelos sodicos normales y moderados,
mientras que para suelos con alta salinidad mostro correlaciones negativas en la altura de
la planta, la longitud de la panicula, la fertilidad de la espiguilla, el rendimiento del grano
y el indice de la cosecha. En cambio, para el indice ITS se correlacionaron positivamente
la altura de la planta, el nimero de brotes, la productividad de los brotes, el rendimiento
del grano y el indice de la cosecha (Ali et al. 2013).

El control de las plagas y enfermedades de insectos se monitored a lo largo del
experimento en todas las etapas del cultivo de arroz. EI minador del arroz Chilo
suppressalis es una plaga muy severa y, para contrarrestarla, se realizan estudios con
diferentes pesticidas y asi controlar dafios en los cultivos como afirma He et al. (2008)
que sucede en China. En el verano 2018, las lineas se trasplantaron dos semanas mas tarde
que el resto de los campos de arroz de la zona. Como consecuencia, la mayoria de las
plantas tuvieron afectaciones severas causadas por diversas plagas del arroz, como
comunmente ocurre en los campos no sincronizados ya que, tras la cosecha de los campos,
las plagas tardias como el minador se concentran en los ultimos campos todavia no
cosechados. Sin embargo en el verano del 2019, el experimento fue en paralelo al de los
agricultores de la zona y las afectaciones se redujeron considerablemente en la mayoria
de las lineas, como tambiéen afirma Zhu et al. (2007) que una siembra coordinada de los
agricultores ha mitigado las afectaciones por Chilo suppressalis.

Por otro lado, la presencia de P. oryzae y Fusarium causaron enfermedades en las nuevas
lineas Saltol LP y MS, ocasionando que algunas réplicas sean afectadas con perdidas
parciales o totales de la planta como por ejemplo la linea LP2 en el ensayo de campo del
tratamiento salino. Al contrario, el tratamiento control no tuvo tantas infestaciones que
ocasionaran perdidas irreversibles. También, se pudo observar la presencia de
Lissrohoptus sp. con infestaciones puntuales y sin ocasionar dafios severos en ambos
tratamientos. Al mismo tiempo, la Gallinula chloropus mas conocida como Gallineta
comun también causo problemas porque anidaba en medio de las nuevas lineas Saltol LP
y MS lo cual ocasionaba la perdida de las réplicas, por lo tanto, se tuvo que construir un
enmallado para detener la entrada de esta ave de agua al campo de ensayo del tratamiento

salino.
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El estudio de las nuevas lineas Saltol LP y MS mostro resultados significativos, donde un
grupo determinado de plantas de las nuevas lineas Saltol LP y MS toleran la resistencia a
la salinidad de los campos de cultivos salinos. Sin embargo, también hemos podido
observar la sensibilidad a la salinidad de otras lineas Saltol LP y MS debido a la
heterogeneidad genética que presenta cada una de las plantas. Finalmente, las mejores
lineas Saltol fueron la LP24 y LP28 elegidas para el proceso de registro en el catdlogo

oficial del Ministerio sobre nuevas variedades 2020.
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5.2  Experimento 2: Optimizacion in vitro de la resistencia al herbicida

En el presente experimento, las condiciones meteoroldgicas fueron un factor importante
durante la antesis, proceso que se ve estimulado por la alta irradiacion solar, la alta
temperatura y la baja humedad relativa del aire que suele ocurrir al mediodia. Nuestras
observaciones estan en linea con las de Islam y Morison (1992), porque afirman que hay
una relacion lineal entre el rendimiento de grano y la irradiacion solar (mayor produccién
de polen). Contrariamente, las altas temperatura (> 35 C) produce estrés y reduce el
porcentaje de dehiscencia de las anteras en el momento de la floracion. La polinizacion
es sensible a las altas temperaturas en el momento de la floracion ya que inhibe el llenado
de los granos de polen, resultando una polinizacion deficiente y pérdida de rendimiento
Krishnan et al. (2011), pudiéndose llegar a la degeneracion de las espigas (paniculas),
ma&s aun si se cruza una variedad japonica con una indica segun advierte Wang et al.
(2019).

En cuanto a la tasa de fecundacion forzada, los embriones obtenidos, se encuentran muy
por debajo de las flores totales que suelen contener las espigas, que son 80-90 para L0l y
L02 (21-26 embriones aproximadamente por espiga), 50-70 para L03 (15-19 embriones
aproximadamente por espiga) y 30-50 para C997, XF6 y RPO1l (9-11 embriones
aproximadamente por espiga). Aun asi, nuestra tasa de hibridacion forzada es similar a
Garcia et al. (2008) con un porcentaje de plantas hibridas F1 del 8,4% y autores como
Rather etal. (2017) afirman que el mejor método para obtener hibridas F1 es la
emasculacion por succion. Una forma en la que podrian incluso aumentar estos valores
seria utilizar mas espigas donadoras para cada receptora, maximizando asi la cantidad de
polen que ésta recibe.

La baja productividad de C997, XF6 y RPO1 ha sido identificada desde el inicio del
programa de retrocruces. Ante esta perspectiva, se optd por reajustar el programa de
cruzamientos centrando los esfuerzos en estas tres lineas, polinizando mayoritariamente
plantas de C997, XF6 y RP01 y, de esta manera, obtener la misma cantidad de embriones
que se planteé para el experimento (aproximadamente 50 embriones para cada
concentracion de herbicida mas el control).

El estudio de la supervivencia en la seleccion in vitro de resistencia a los herbicidas hace
afios que se practica. Asi se conocen, diferentes lineas de arroz resistente a numerosos
herbicidas, que son utilizados a concentraciones muy variadas segun la naturaleza
quimica de estos. Se puede sefialar ejemplos como el arroz resistente al bensulfurén

metilo (BSM), para el que se trabajaba con concentraciones de hasta 30 uM Terakawa &
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Wakasa, (1992) o el arroz resistente al quizalofop-p-etilo (QPE), donde se utilizaron
valores tan bajos como 0,007 uM (Camacho et al., 2019). Asi como, Ye y colaboradores
ensayaron las actividades de la ACCasa in vitro para comprobar la accion de seis
compuestos sintetizados de herbicida y observaron que existen diferentes grados de
inhibicion de la actividad ACCasa segun el sitio objetivo, la concentracion puede variar
de 0,061 a 0,385 nmolh™mg? (Ye etal., 2018). El Cicloxidim, por su parte, ha
demostrado ser menos efectivo que este dltimo, y por lo tanto se necesitan
concentraciones mas elevadas, de alrededor de 3 uM (BASF Corp. 2017a).

En este experimento, las diferencias significativas en la supervivencia de las plantas entre
el tratamiento control y los tratamientos con herbicida eran evidentes. Sin embargo, la
significancia entre 3,00 uM y 3,25 pM fue casi nula, seguramente debido a que las
concentraciones son demasiado proximas. Por el contrario, en las concentraciones mas
distantes tales como 2,50 uM, 3,00 uM y 3,50 uM se encontraron diferencias
significativas en el niUmero de plantas supervivientes. Pese a que en un principio teniamos
la hipotesis que la concentracion 3,50 uM de herbicida seria la ideal para seleccionar
todas las plantas que hubieran heredado la mutacion en heterocigosis, lo cierto es que
hubo una tasa de supervivencia muy baja (20,95%), significativamente menor que en el
resto de medios, por lo que podemos considerar que es una concentracion demasiado alta
(cribado muy severo), y empezaria a ser una concentracion letal para la seleccion,
coinciden con Toldi et al. (2000). Ademas, con la concentracion 3,25 UM vya se
seleccionan bien las plantas resistentes sin que sobrevivan plantas no heterocigotas
(escapes). Este hecho probablemente se deba a que las concentraciones subletales para el
Cicloxidim sean hasta 3,25 UM superior a esta concentracion como lo es 3,50 uM, que es
letal para las plantas homocigotas y heterocigotas. Para conseguirlo, se hubieran tenido
que analizar el genotipo de las plantas control para establecer una ratio de heterocigotos
R/sen la F1, y si la proporcion de supervivientes en herbicida hubiera sido similar a esta
ratio, hubiéramos podido considerar que las que no sobrevivieron eran homocigotas s/s.
Las lineas estudiadas no presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto
a la supervivencia al herbicida de sus hibridos, de tal manera que el alelo resistente (R)
ha tenido un efecto muy similar en todas las lineas independientemente de cuél fuera su
progenitor femenino (comercial). El calculo de los porcentajes totales de supervivencia
para cada linea se realizd con las cuatro concentraciones 2,50, 3,00, 3,25 y 3,50 uM de
herbicida y el control 0 uM, aunque la supervivencia en este grupo no fue sometido al

impacto del herbicida, trabajamos de igual manera que con las deméas concentraciones.
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La cantidad de plantas homocigotas sensibles supervivientes fue variando dependiendo
de la concentracion de Cicloxidim en el medio de cultivo, el control presentd un 34%, de
escapes, 2,50 UM presentd un 24%, 3,00 UM un 2%, 3,25 uM un 0% y 3,50 uM un 1%
Cabe destacar que entre la concentracion 0 uM y 2,50 uM suman un 58% del 61% de
escapes totales detectados, y que las concentraciones 3,00 puM, 3,25 uM y 3,50 uM
(concentracion con un retardo en el crecimiento de las plantas in vitro) suman el 3%
restante de escapes. Es decir, la concentracion 2,50 pM no es una concentracion que
permita seleccionar eficientemente los individuos R/s heterocigotos, tendriamos que
elegir una concentracion mas elevada, pero sin comprometer la supervivencia de las
plantas. En la concentracion 3,00 UM la supervivencia del 2% de plantas homocigotas
sensibles implica una seleccién méas segura. Sin embargo, la concentracién 3,25 uM el
valor 0% implica que no ha sobrevivido ninguna planta sensible y que, por lo tanto, todos
los individuos supervivientes a esta concentracion serian seleccionados para seguir con
los retro-cruces. Es interesante destacar el tercer valor, ya que tratdndose de la mayor
concentracion de herbicida (3,50 uM), en la que se supone deberia haber una menor
probabilidad de que los homocigotos sobrevivan, un 1% de las plantas supervivientes
resultaron ser sensibles. No obstante, si tuviéramos que elegir entre las concentraciones
mas adecuada para trabajar seria 3,25 uM, aunque sigue siendo necesaria una segunda
confirmacion via PCR para seleccionar las plantas heterocitogotas para continuar con los
cruces de la siguiente generacion.

La optimizacion del método de seleccidn fenotipica in vitro permite analizar un gran
numero de individuos en un espacio reducido, por lo que representa una alternativa mucho
mas rapida que la seleccion en condiciones de campo, y a la vez se ahorra en espacio e
inversion en infraestructura Bright & Jones (1985). Es por ello que este método resulta
muy econdémico y efectivo, por lo que ha sido ampliamente utilizado para seleccionar
plantas tolerantes a los herbicidas (Rai et al. 2011). Sin embargo, el hecho de que
homocigotos sensibles superen un cultivo in vitro con herbicida indica que no se estan
seleccionando correctamente los genotipos, y supone un retraso en el proceso de
obtencion de lineas resistentes. Si encontramos un alto porcentaje de homocigotos entre
los supervivientes, hay que aumentar la concentracion de Cicloxidim empleada, pero
también se debe considerar cual es la dosis letal para la selecciébn aumentando la
probabilidad de perder plantulas heterocigotas (falsos negativos) y por tanto obtenemos

menos individuos aptos. Es por lo que resulta imprescindible un reajuste constante de la
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concentracion utilizada, procurando obtener siempre el maximo numero de
supervivientes y el minimo ndmero de homocigotos entre estos.

Actualmente, estamos empleando una concentracion de 3,00 M para este proceso, que
da aproximadamente un 30% de supervivencia y cerca del 2% de homocigosis de los
supervivientes. El objetivo de este trabajo ha sido valorar un incremento de la
concentracion a 3,25 UM o 3,50 uM vy, por ello, se han comparado los resultados de
utilizar estas concentraciones con los 2,50 puM, 3,00 uM y un control 0 pM. Aqui, la
concentracion de 3,25 uM de Cicloxidim no ha presentado diferencias significativas con
la concentracion 3,00 uM, sin embargo, ha presentado valores muy buenos en la
supervivencia de las plantas y ninguna homocigosis. En cuanto a 3,50 puM, tampoco ha
presentado diferencias significativas en cuanto al porcentaje de homocigotos que
sobreviven, pero si ha presentado una supervivencia significativamente menor a las
demas concentraciones. Es por ello una concentracion de 3,25 uM de Cicloxidim daria
mejor resultados en el proceso de seleccion, con la posterior confirmacion PCR-

Digestion.
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5.3  Experimento 3: Estudio de la resistencia al herbicida en lineas europeas de
arroz

Este experimento muestra, por primera vez, como la programacion de retrocruces se
puede extender a las cuatro estaciones del afio debido a condiciones controladas en los
invernaderos de la UB. Por esta razon, es importante destacar el periodo de crecimiento
del arroz para el rendimiento de las espigas (polen) en el caso de los parentales donadores,
y las espiguillas (paniculas) en los parentales receptores. Esta duracion, asi como la
cantidad de brotes (ahijamiento), se redujo significativamente en los cruces con un
fotoperiodo corto y la cantidad/calidad del polen, como también sostienen Wang et al.
(2019) donde observaron la sensibilidad del fotoperiodo en la duracion del crecimiento
de la planta de arroz, sembrado en distintas fechas, y Zhou et al. (2011) analizaron el
crecimiento vegetativo bésico, la sensibilidad al fotoperiodo y la temperatura optima para
la productividad de las plantas. Este componente estacional resultd muy evidente en la
polinizacion, y facilmente se podia observar como durante las estaciones de otofio,
invierno y primavera las espigas producian menos cantidad de polen que en el verano
(época idonea para el cultivo de arroz mediterraneo). Al mismo tiempo, el desarrollo
floral es muy sensible a las altas temperaturas (Jagadish et al. 2007), en consecuencia, el
sistema de abertura de las anteras seré deficiente, habra una disminucion en el nimero de
granos de polen y la germinacion del polen seria incompleta, provocando la esterilidad,
aunque las temperaturas a las que se produce la esterilidad varian en las lineas. Por otro
lado, las bajas temperaturas también producen esterilidad en la etapa de inici6 del
espigado impiden la salida del polen. Las temperaturas altas (> 35 °C) y bajas (<20 °C)
pueden ser perjudiciales para el desarrollo floral del arroz produciendo esterilidad en
ambos casos Krishnan et al. (2011).

La segunda caracteristica importante a destacar fueron los cruces, que se realizaron con
la variedad donadora indica tropical pura y las variedades receptoras japonica de clima
templado con tres diferentes granos (largo, medio y redondo) para desarrollar variedades
de arroz con tolerancia a los herbicidas. La tercera caracteristica importante fue el uso de
medios de seleccion adecuados para la obtencién de lineas resistentes que habian
heredado el gen OsACC2. Los medios elegidos fueron los de concentraciones de 3,00
UM y 3,25 uM de Cicloxidim, seleccionados gracias a los resultados obtenidos en el
capitulo anterior (Experimento 2), reduciendo a mas de la mitad el nimero de individuos

a confirmar molecularmente mediante el protocolo CAPs.
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Como ya mencionamos a lo largo del experimento, el nimero de embriones fue variando
segun la época del afio, asi como, la calidad/cantidad del polen y las lineas estudiadas.
Sin embargo, el nimero de embriones obtenidos se encuentra por debajo de las flores
totales que suelen contener las espigas, que son 80-90 para L01 y L02, 50-70 para LO3 y
30-50 para C997, XF y RPO1 excepto en el verano 2019 que obtuvimos un récord de
embriones (65-86 embriones en espigas) en las lineas de grano largo LO1 y L02. Debe
sefialarse que el método de emasculacion elegido para realizar el retrocrusamiento
asistido fue por aspiracion (succién) de anteras debido a que es un proceso eficaz, aunque
dependia de la variedad del grano (largo, medio o redondo) para conseguir un mayor
namero de embriones, eficiencia que también observaron Garcia-Yzaguirre & Carreres
(2008).

No obstante, observamos esterilidad hibrida interespecifica en el cruce RP0O1 x LIH
cuando los embriones rescatados mostraron una alta mortalidad en los medios de cultivos
estandar (ER). Algunos autores describen un desarrollo embrionario anormal en hibridos
interespecificos que causan la incapacidad de germinar en condiciones normales debido
a la degeneracion o retraso en el proceso de formacién del saco embrionario
(Rodrangboon et al. 2002). Se han descubierto varios genes de esterilidad en hibridos F1
en el arroz, especialmente tres genes S5 (S-a, S-b y S-c) que estan relacionados con la
esterilidad femenina en los hibridos interespecificos F1, causando el aborto en el embrion
(Zhang & Lu 2008). Otros autores como Yang et al. (2012), en un trabajo de investigacion
utilizaron la misma variedad RPO1, revelan el papel del locus S5 en la esterilidad entre
los hibridos indica-japonica, mostraron que el locus S5 consiste en 3 genes ORF que
regulan la formaciéon del saco embrionario. Una incompatibilidad alélica en uno de estos
genes, especificamente en el gen ORF3, durante la esporogénesis femenina, conduce a un
aumento en los niveles de estrés celular que resulta en un desarrollo anormal del saco
embrionario que puede causar el aborto del embrién (Yang et al., 2012). Un problema en
el proceso de embriogénesis causado por la interaccién alélica entre las dos variedades de
subespecies diferentes podria explicar la baja tasa de germinacion embrionaria que se
muestra en los resultados RPO1 x LIH. Sin embargo, otros autores defienden la
incompatibilidad del alelo S5 en los cruces indica x japonica. Segun este modelo, hay
tres alelos en el locus S5; a) un alelo neutro (alelo de compatibilidad amplia), S5n; b) un
alelo indica, S5i; y c) un alelo japonica, S5j. Los genotipos de S5n/S5i y S5n/S5j seran
fértiles, mientras que S5i/S5j seran semi-estériles debido a un aborto parcial del gameto

que lleva el alelo S5j, (Sundaram et al., 2010). A pesar de todas estas dificultades, hemos
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podido avanzar con los cruces donde observamos una mejora de las lineas receptoras en
cuanto al nimero de brotes, el tamafio de la planta y la esterilidad en la obtencion de la
F1y el BC1F1 de la linea RP0O1 (datos no presentados en esta tesis), conforme se va
avanzando en los cruces el niUmero de mutantes es mayor, se superé la esterilidad y se
mejord las lineas. Ademas, nuestros resultados indican que una vez superado la esterilidad
que presentaron las subespecies O. sativa ssp indica y O. sativa ssp japonica no parece
tener implicaciones con respecto a la heredabilidad del gen OsACC2, gen de interés en
este experimento, tal y como describen Ali et al. (2006).

Por otro lado, la técnica de rescate de embriones nos permiti6 reducir el tiempo normal
de 30 dias (maduracion de las semillas en su ciclo natural) a solo 10 dias, el cual posibilitd
cultivar embriones inmaduros en condiciones controladas ayudando a reducir el ciclo para
la obtencidn del nuevo cruce. Sin duda esta técnica fue muy util porque durante los dos
periodos de cultivos (2018-2019) obtuvimos hasta la generacion BC4F1, como también
plante6 (Ohnishi et al. 2011).

En lo que respecta a la resistencia de los herbicidas, la obtencion de nuevas lineas
resistentes al Cicloxidim, fue realizado siguiendo mutaciones en el dominio carboxil
transferasas de las ACCasa mediante el conocimiento de los sitios objetivos, a traves del
procedimiento de retrocruzamiento asistido para la obtencion del BC4F3. En cambio,
autores como Rangel y colaboradores desarrollaron nuevas lineas de arroz tolerantes de
Imidazolina (IMI) siguiendo el programa de retrocruzamiento asistido, con la diferencia
que la introgresion de Imidazolina fue mediante el uso de marcadores moleculares para
acelerar la obtencion del BC3F3 (Rangel et al. 2010). Asimismo, Grover y colaboradores
han utilizado el retrocrusamiento asistido con marcadores (MABB) para la introduccion
de un alelo mutante del gen acetohidroxiacido sintasa (AHAS), el cual confiere tolerancia
al grupo de herbicidas imidazolinona, desarrollando exitosamente sus cruces hasta la
obtencion de las plantas BC4F4 homocigotas para el alelo mutante AHAS, las cuales
poseen caracteristicas agrondémicas superiores y una resistencia a los herbicidas
inhibidores de AHAS (Grover et al., 2020).

Nuestros resultados del protocolo CAPs (PCR ACC2-Digestion Apol) demostraron ser
efectivos para confirmar la presencia de la mutacion ACCasa en plantas de arroz y ademas
permitieron la verificacién de las plantas homocigotas y heterocigotas. Mientras que
Pereira demostrd de manera similar la presencia de la mutacién ACCasa, pero mediante
el uso de cuatro cebadores (tetraprimer) ARMS-PCR y asimismo comprobs la

verificacion de sus lineas homocigotos y heterocigotos (Pereira et al. 2019). Por tanto, es
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necesario el desarrollo de una planta de arroz resistente a los herbicidas para mitigar las
afectaciones producidas por las malas hierbas, las cuales han adquirido resistencia a los
herbicidas actuales. Finalmente, resaltar que el experimento de resistencia a los herbicidas
sigue actualmente en desarrollo hasta obtener el BC6F3, un arroz de calidad, de alto
rendimiento y asi poder proteger la produccidn arrocera de las malas hierbas mediante la
incorporacion de la mutacion para la resistencia a los herbicidas y subsanar la dificultad
ocasionada por las malas hierbas que anualmente tienen los productores/agricultores y
tener calidad como productividad de las nuevas variedades de arroz.
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6.Conclusiones

e La introgresion del QTL Saltol para variedades de alto rendimiento (PL12 y
PM37) japonica mediterraneas con lineas de arroz indica asiaticas fue exitosa. El
uso de marcadores SSR, junto al método del rescate de embriones nos ha
permitido realizar la transferencia del genotipo en 3 afios y alcanzar un BC3F4
con un 90-100% de retorno al parental recurrente.

e EIl protocolo de rescate de embriones optimizado permitié obtener embriones
inmaduros a los 10 dias después de la polinizacion, acelerando el proceso entre
las generaciones siguientes, actuando como una herramienta eficiente y rapida.

e Latolerancia a la salinidad de las nuevas lineas Saltol BC3F5 del cruce (PL12 x
FL478) y, las MS BC3F4 (PM37 x IR64Saltol) ensayadas en campo fue elevada.
Dos lineas fueron seleccionadas (LP24 y LP28) para su registro y posterior
comercializacion por presentar una tolerancia a la salinidad semejante a FL478.

e Sin embargo, debido a la heterogeneidad genética que presenta cada una de las
nuevas lineas se observo diferencias en la selectividad ionica y la tolerancia
tisular, una gran variabilidad entre las nuevas lineas Saltol en el tratamiento salino
e incluso diferencias en el tratamiento control y dentro de los tratamientos.

e Tambieén, en los ensayos de campo de 2018 se pudo observar las afectaciones en
el cultivo de arroz por Pyricularia oryzae y el minador del arroz (Chilo
supressalis) si el cultivo no se siembra en paralelo con el resto de las lineas.

e La época del afio tiene una fuerte influencia en la cantidad/calidad del polen y
como consecuencia el nUmero de embriones en cada generacion, viendose mas
favorecidos en la época de verano.

e Lalinea RPO1 japonica pura, presentd alelos de incompatibilidad con la donadora
LIH indica tropical, en el locus de esterilidad S5 del arroz, en la obtencion de
hibrido F1 y el BC1F1 superando la esterilidad mediante la aplicacion de un
mayor esfuerzo de reproduccidn para continuar con los cruces siguientes.

e La seleccion in vitro en medios con herbicida Cicloxidim resulto ser un buen
método de seleccidn de plantas heterocigotas y reducir el nimero total de plantas
para ser analizadas molecularmente PCR-Digestion.

e Laintrogresion del alelo resistente R tiene un efecto similar en todos los hibridos,

independientemente de cuél sea su progenitor comercial.
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El nimero de plantas heterocigotas en las concentraciones 3,00 uM y 3,25 uM de
Cicloxidim tienen efectos similares y la concentracion 3,50 UM esta al limite de
la letalidad. Por otro lado, hubo escape de plantas homocigotas en todas las
concentraciones de herbicidas excepto en la concentracion 3,25 M.

La concentracion de 3,25 puM de Cicloxidim fue la usada para seleccionar
heterocigotos resistentes a este herbicida.

El protocolo CAPs (la PCR ACC2-Digestion Apol) demostro ser efectiva para
confirmar la presencia de la mutacién OsACCasa en plantas de arroz y ademas
permitieron la verificacion de los homocigotos y heterocigotos eficientemente.
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Saltol, retorno al parental recurrente y ensayos de campo de las nuevas li

Validacién de la regién

Experimento 1

Tabla SM 1.- Seleccidn de las nuevas lineas Saltol LP, marcadores internos, flanqueantes de la regién Saltol y marcadores polimérficos indica/japdnica.
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Tabla SM 2.- Seleccidn de las nuevas lineas Saltol MS, marcadores internos, flanqueantes de la region Saltol y marcadores polimérficos indica/japdnica.
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HIMIS|S|S[S|IS|S|S[M|M|S SIVIMMMll\/IMMIVIMMMSMMIVIMMMIVIMMMI\/IMMHMMMIVIMMIVI'IVIMMIVIMMMIVIMMIVI'I\/IMMIVIMSMI\/IMM 86.885] 1.6393|
MMSSSSSSMMSSSMMMM'MMMSSSMMMMHMMMMMMMMMMMMMMIVIMMMlMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMM 85.246] 1.6393
MMMSSSSSSSMMMMMMM'MSMMMMMMMMHMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMSlMMMMMSMMSM 85.246| 1.6393
MMSSSSSSSMMMMMMMM'MMHMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MSMMMSSSSS 83.607] 1.6393

MMSSSSSSMMSSSMMMM'MMMSSHMMMMSMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMS S|M[M[MIM|M] 81.967] 1.6393
MMSSSSSSMMSSSMMMM'MMMSSSMMMMHI\/IMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMS S|M[M[MIM|M] 81.967] 1.6393
MMSSSSSSMI\/ISSSIVIMMIVI'I\/IMMIVIS SIVIIVIMMIVII\/IMIVIIVIMMMMMMI\/IMMIVIIVIMMIVI'IVIMMIVIMS HIVISMIVIll\/IMMIVIl\/IMIVISSl\/I 80.328| 1.6393|
MMSSSSSSHIVIMMMIVIMMM'MMMIVIMMMI\/IMMMMMMI\/IMMMIVIMMMMMMI\/IMMM'IVIMMIVIMMMIVIMMM'MHMIVIMMMIVIMM 93.443] 3.2787
MMSSSSSSHMMMMMMMM'MMMMMMMMMMIVIMMMIVIMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MHMMMMMMMM 93.443] 3.2787|
MMSSSSSSHMMMMMMMM'MMMMMMMMMMI\/IMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MHMMMMMMMM 93.443) 3.2787
MMSSSSSSMMMMMMMMM'MMMMMSMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMHMMHMMlMMMMMMMMMM 91.803) 3.2787
MMSSSSSSSSMMMMMMM'MMMMMSMMMMMMMHMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMMMHMMMM 88.525] 3.2787
MMSSSSSSSSMMMI\/IMMM'I\/IMMI\/IMSMI\/IMMI\/II\/IMHI\/IMMI\/II\/IMMI\/Il\/lMMI\/IMMI\/I'I\/IMMI\/IMMMMMMI\/I'I\/IMMI\/IMHMI\/IMM 88.525] 3.2787|
MM—SSSSSSIVII\/IMMIVIMMIVIll\/IMMIVII\/IMIVIIVIMMIVIMMMIVIMMMIVIMMIVII\/IMMIVIMMIVIll\/IMHIVII\/IMMIVII\/IMIVIll\/IMS H{M| S |M|M[M|M] 88.525] 3.2787
MMSSSSSSSIVIMMMIVIMMM'MMMIVIMMMIVIMMMMMMIVIMMMIVIMMMMMMIVIMMM'MMSMMMMMMMS'MMMHMHMMMM 88.525] 3.2787|
MM-SSSSSSSMMMMMMM'MHMMMMMMMMI\/IMMMMMMMMMMIVIMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMMMSMMHM 88.525] 3.2787
MMHSSSHHMMSSSMMMM'MMMSSSMMMMI\/IMMMMMMMMMMIVIMMMMMMMlMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMM 86.885| 3.2787
MIMIS|S|H|H[|H|H|M|M[M|'S SMMMM'I\/IMMSSSMMMMSMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMM 86.885] 3.2787

M{MIM|S|S|S|IS|S SMI\/IMMMMMMlMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMHMMMMMMM HlMMS S (M| S IM|M[M|M] 86.885] 3.2787

MM—SSSSSSSMMMIVIMMM'I\/ISMIVIMMMIVIMMHI\/IMMIVIMMMIVIMMIVIl\/IMMMMMM'I\/IMMIVIMMMI\/IMMIVI'I\/IMMIVIMSMI\/IHM 86.885| 3.2787
MMSSSSHHMIVISSSIVIMMMll\/IMMSSSMIVIMMSI\/IMMIVIMMMMMMIVIMMMIVIMMMlMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMM 85.246| 3.2787
MMSSSSSSSMMMMMMMM'MMSMSHMIVIMMMMMMIVIMMMMMMMHMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMMMSMMSM 85.246] 3.2787
MMSSSSSSMIVISSSMMMMlMMMMHHMMMMIVIMMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMS SMSMMlMMMMMMMSSM 80.328| 3.2787
MIMIS|S|S|S|H|H HMMMMMMMM'MMMMMMMMMMMMMSMMMMMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMS 91.803

MIMI[ - |S|S|SIS|S|MM[H|S SMMMM'MMMS S HMMMMHMMMMMMMMMMMMMMMMMMlMMMMMMMMMMM'MMMMMMMMMM 85.246] 4.918

MIMIS[S[S|S|IS|S|S SI\/IMMI\/IMMMll\/ISMI\/IMMMI\/IMMSI\/IMMMMMMMMMMMMMMMMM'MMMMMMMHMM HlMMMMMHMI\/IMM 85.246| 4.918|
MIMIS[S[S|S|IS|S SIVIIVIMMIVIMMM'I\/IMSIVIH HMIVIMMSMMMIVII\/IMMIVIMMIVISMMI\/IMMIVI'I\/IMMIVIMMMIVIMMIVI'I\/IMIVIIVIMSMI\/IHM 83.607| 4.918
MIMIS|[S[S|S|IS|S SMMMMI\/IMMI\/I'NIMHl\/lMMI\/IIVIMMI\/IMMMIVIMMMl\/lMMI\/IMMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMMMH H|H|M|M] 88.525] 6.5574
MIM|S|S[S|S||S|S SMMMMMMMM'MMMMMMMMMMMMMMMMMH HMMMHMMMMMM'MMMMMMMMMMM'MMMMMHMMMM 88.525| 6.5574
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Tabla SM 3.- Promedios de las medidas de salinidad en la temporada 2018-2019

Media
del
Nodo Nodo Nodo Nodo Nodo extract
3/Conductiv | 4/Conductiv | 5/Conductiv | 6/Conductiv | 19/Conducti ode
idad del idad del idad del idad del vidad del Prome |saturaci
suelo suelo suelo suelo suelo dio on
201
8 2,38 4,30 3,62 6,01 4,08 14,90
201
9 2,80 2,93 3,28 3,03 3,01 14,90
10
9
8
7
6
5
4
3
2 4 N
1 o
0 & r r r \
0 500 1000 1500 2000

Figura SM 1. -Conductividad en el campo salino los Vascos, las medidas de salinidad es

mediante cinco censores de nodos desarrollados por IRIS Technology Solutions (Castelldefels,
Barcelona), los cuales se encontraban dentro del campo de arroz durante el tiempo que duro el
ensayo que las plantas estuvieron expuestas a la salinidad en el periodo 2018.
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Figura SM 2.- Conductividad en el campo salino los Vascos, las medidas de salinidad es
mediante cinco censores de nodos desarrollados por IRIS Technology Solutions (Castelldefels,
Barcelonay), los cuales se encontraban dentro del campo de arroz durante el tiempo que duro el
ensayo que las plantas estuvieron expuestas a la salinidad en el periodo 2019.
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Tabla SM 4.- Valores Estadistico de los brotes 2018, comparacion entre tratamientos Salino y no salino

Lineas Tratamiento Contraste Error Estandar t P>|t| [95% Intervalo Conf.]

FL478-S Vs FL478-C -1.504.433 1.210.086 -12.43 0.000 -1.955.367 -1.053.498
PL12-S vs  PL12-C -7.555.408 1.210.086 -6.24 0.000 -1.206.475 -3.046.061
LP8-S vs  LP8-C -7.886.364 1.230.753 -6.41 0.000 -1.247.273 -3.300.001
LP9-S vs  LP9-C -5.916.667 24.074 -2.46 0.778 -1.488.777 3.054.435
LP10-S vs  LP10-C -4.416.667 1.702.289 -2.59 0.678 -1.076.019 192.686

LP13-S vs  LP13-C -4.583.333 24.074 -1.90 0.984 -1.355.444 4.387.768
LP20-S vs  LP20-C -6.083.333 1.702.289 -3.57 0.082 -1.242.686 .2601935
LP23-S vs  LP23-C -1.308.333 12.037 -10.87 0.000 -1.756.888 -8.597.782
LP24-S vs  LP24-C -.9583333 2.084.869 -0.46 1.000 -8.727.535 6.810.869
LP26-S vs  LP26-C -5.541.667 12.037 -4.60 0.002 -1.002.722 -1.056.116
LP28-S vs  LP28-C -7.388.889 1.389.913 -5.32 0.000 -1.256.836 -2.209.421
LP29-S vs  LP29-C -7.25 1.389.913 -5.22 0.000 -1.242.947 -2.070.532
LP30-S vs  LP30-C -9.166.667 12.037 -7.62 0.000 -1.365.222 -4.681.116
LP31-S vs  LP31-C -3.375 1.702.289 -1.98 0.974 -9.718.527 2.968.527
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Tabla SM 5.- Diferencias de los brotes del parental FL478 con las nuevas lineas Saltol LP 2018

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]

FL478-C VS LP8-C -1.991.667 12.037 -16.55 0.000 -2.440.222 -1.543.112
FL478-S S LP8-S -127.587 1.236.999 -10.31 0.000 -1.736.834 -8.149.066
FL478-C Vs LP9-C -2.583.333 1.903.216 -13.57 0.000 -3.292.561 -1.874.105
FLA78-S Vs LP9-S -1.670.567 1.907.262 -8.76 0.000 -2.381.303 -9.598.321
FLA78-C Vs LP10-C -2.695.833 1.474.225 -18.29 0.000 -3.245.199 -2.146.468
FLA78-S Vs LP10-S -1.633.067 1.479.444 -11.04 0.000 -2.184.378 -1.081.757
FL478-C Vs LP13-C -2.533.333 1.903.216 -13.31 0.000 -3.242.561 -1.824.105
FL478-S Vs LP13-S -1.487.234 1.907.262 -7.80 0.000 -2.197.969 -7.764.988
FL478-C Vs LP20-C -2.283.333 1.474.225 -15.49 0.000 -2.832.699 -1.733.968
FL478-S Vs LP20-S -1.387.234 1.479.444 -9.38 0.000 -1.938.544 -8.359.238
FL478-C Vs LP23-C -1.733.333 12.037 -14.40 0.000 -2.181.888 -1.284.778
FL478-S Vs LP23-S -1.537.234 1.210.086 -12.70 0.000 -1.988.169 -1.086.299
FL478-C Vs LP24-C -1.679.167 1.474.225 -11.39 0.000 -2.228.532 -1.129.801
FL478-S Vs LP24-S -2.705.674 1.907.262 -1.42 1.000 -9.813.026 4.401.679
FL478-C Vs LP26-C -1.629.167 12.037 -13.53 0.000 -2.077.722 -1.180.612
FL478-S Vs LP26-S -6.789.007 1.210.086 -5.61 0.000 -1.129.835 -227.966

FL478-C Vs LP28-C -1.641.667 1.300.144 -12.63 0.000 -2.126.162 -1.157.172
FL478-S Vs LP28-S -8.761.229 1.306.059 -6.71 0.000 -1.362.822 -3.894.241
FL478-C Vs LP29-C -16.25 1.300.144 -12.50 0.000 -2.109.495 -1.140.505
FL478-S Vs LP29-S -8.455.674 1.306.059 -6.47 0.000 -1.332.266 -3.588.686
FL478-C Vs LP30-C -1.558.333 12.037 -12.95 0.000 -2.006.888 -1.109.778
FL478-S Vs LP30-S -9.705.674 1.210.086 -8.02 0.000 -1.421.502 -5.196.327
FL478-C Vs LP31-C -20.625 1.474.225 -13.99 0.000 -2.611.866 -1.513.134
FL478-S Vs LP31-S -8.955.674 1.479.444 -6.05 0.000 -1.446.878 -3.442.572
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Tabla SM 6.- Diferencia en el numero de brotes del parental PL12 con las nuevas lineas Saltol LP 2018

Lineas/Tratamientos ‘ Contraste Error Estandar | t ‘ P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]
PL12-C S LP8-C -2.104.167 12.037 -1.75 0.995 -6.589.718 2.381.384
PL12-S 'S LP8-S -1.773.211 1.236.999 -1.43 1.000 -6.382.849 2.836.427
PL12-C Vs LP9-C 38.125 1.903.216 2.00 0.970 -3.279.779 1.090.478
PL12-S Vs LP9-S 2.173.759 1.907.262 1.14 1.000 -4,933.594 9.281.111
PL12-C Vs LP10-C 49.375 1.474.225 3.35 0.156 -.5561554 1.043.116
PL12-S Vs LP10-S 1.798.759 1.479.444 1.22 1.000 -3.714.343 7.311.861
PL12-C Vs LP13-C 33.125 1.903.216 1.74 0.995 -3.779.779 1.040.478
PL12-S Vs LP13-S .3404255 1.907.262 0.18 1.000 -6.766.927 7.447.778
PL12-C Vs LP20-C .8125 1.474.225 0.55 1.000 -4.681.155 6.306.155
PL12-S Vs LP20-S -.6595745 1.479.444 -0.45 1.000 -6.172.677 4.853.528
PL12-C Vs LP23-C -46.875 12.037 -3.89 0.028 -9.173.051 -.2019491
PL12-S Vs LP23-S .8404255 1.210.086 0.69 1.000 -3.668.922 5.349.773
PL12-C Vs LP24-C -5.229.167 1.474.225 -3.55 0.049 -1.072.282 .2644888
PL12-S Vs LP24-S -1.182.624 1.907.262 -6.20 0.000 -1.893.359 -4.718.889
PL12-C Vs LP26-C -5.729.167 12.037 -4.76 0.001 -1.021.472 -1.243.616
PL12-S Vs LP26-S -7.742.908 1.210.086 -6.40 0.000 -1.225.225 -3.233.561
PL12-C Vs LP28-C -5.604.167 1.300.144 -4.31 0.006 -1.044.912 -.759218
PL12-S Vs LP28-S -5.770.686 1.306.059 -4.42 0.004 -1.063.767 -.9036976
PL12-C Vs LP29-C -5.770.833 1.300.144 -4.44 0.003 -1.061.578 -.9258847
PL12-S Vs LP29-S -6.076.241 1.306.059 -4.65 0.001 -1.094.323 -1.209.253
PL12-C Vs LP30-C -64.375 12.037 -5.35 0.000 -1.092.305 -1.951.949
PL12-S Vs LP30-S -4.826.241 1.210.086 -3.99 0.020 -9.335.588 -.3168941
PL12-C Vs LP31-C -1.395.833 1.474.225 -0.95 1.000 -6.889.489 4.097.822
PL12-S Vs LP31-S -5.576.241 1.479.444 -3.77 0.043 -1.108.934 -.0631391
PL12-C Vs FL478-C -22.02083 1.2037 -18,29 0.000 -26.50638 -17.53528
PL12-S Vs FL478-S -14.53191 1.216438 -11.95 0.000 -19.06493 -9.998897
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Tabla SM 7.- Valores estadisticos de los brotes 2019, comparacion entre tratamientos salino y no salino

Lineas Tratamiento Contraste Error Estandar t ‘ P>|t| [95% Intervalo Confianza]
FL478-C S FL478-S -8,125 1,944534 -4,18 0,019 -15,72469 -0,5253062
PL12-S 'S PL12-C -2,375 1,944534 -1,22 1 -9,974694 5,224694
LP1-S Vs LP1-C 3,375 1,944534 1,74 1 -4,224694 10,97469
LP12-S Vs LP12-C -2,875 1,944534 -1,48 1 -10,47469 4,724694
LP13-S VS LP13-C -1,3125 1,944534 -0,67 1 -8,912194 6,287194
LP14-S Vs LP14-C -3,9375 1,944534 -2,02 0,994 -11,53719 3,662194
LP16-S Vs LP16-C 2,4375 1,944534 1,25 1 -5,162194 10,03719
LP21-S Vs LP21-C -4,9375 1,944534 -2,54 0,866 -12,53719 2,662194
LP22-S Vs LP22-C -2,5625 1,944534 -1,32 1 -10,16219 5,037194
LP24-S Vs LP24-C -6,125 1,944534 -3,15 0,398 -13,72469 1,474694
LP25-S Vs LP25-C -12,9375 1,944534 -6,65 0 -20,53719 -5,337806
LP26-S Vs LP26-C -5,75 1,944534 -2,96 0,557 -13,34969 1,849694
LP27-S Vs LP27-C -13,75 1,944534 -7,07 0 -21,34969 -6,150306
LP28-S Vs LP28-C -2,75 1,944534 -1,41 1 -10,34969 4,849694
LP29-S Vs LP29-C -5,125 1,944534 -2,64 0,809 -12,72469 2,474694
LP30-S Vs LP30-C -3,25 1,944534 -1,67 1 -10,84969 4,349694
LP31-S Vs LP31-C -2 1,944534 -1,03 1 -9,599694 5,599694
LP5-S Vs LP5-C 0,125 1,944534 0,06 1 -7,474694 7,724694
LP6-S Vs LP6-C -0,375 1,944534 -0,19 1 -7,974694 7,224694
LP8-S Vs LP8-C -4,9375 1,944534 -2,54 0,866 -12,53719 2,662194
LP11-S Vs LP11-C -7 1,958452 -3,57 0,143 -14,65409 0,6540898

LP17-S Vs LP17-C -0,0625 1,958452 -0,03 1 -7,71659 7,59159
LP2-S Vs LP2-C -7,25 1,958452 -3,7 0,098 -14,90409 0,4040898
LP20-S Vs LP20-C -6,1875 1,958452 -3,16 0,39 -13,84159 1,46659
LP3-S Vs LP3-C 1,4375 1,958452 0,73 1 -6,21659 9,09159
LP4-S Vs LP4-C -5,0625 1,958452 -2,58 0,841 -12,71659 2,59159
LP7-S Vs LP7-C 8,6875 1,958452 4,44 0,007 1,03341 16,34159
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Tabla SM 8.- Diferencias de los brotes del parental FL478 con las nuevas lineas Saltol LP 2019

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar P>|t| [95% Intervalo Confianza]
FL478-C S LP1-C -21,625 1,944534 -11,12 0 -29,22469 -14,02531
FL478-S S LP1-S -10,125 1,944534 -5,21 0 -17,72469 -2,525306
FLA78-C Vs LP12-C -26,25 1,944534 -13,5 0 -33,84969 -18,65031
FLA78-S Vs LP12-S -21 1,944534 -10,8 0 -28,59969 -13,40031
FL478-C Vs LP13-C -28,125 1,944534 -14,46 0 -35,72469 -20,52531
FL478-S Vs LP13-S -21,3125 1,944534 -10,96 0 -28,91219 -13,71281
FL478-C Vs LP14-C -28,375 1,944534 -14,59 0 -35,97469 -20,77531
FL478-S Vs LP14-S -24,1875 1,944534 -12,44 0 -31,78719 -16,58781
FL478-C Vs LP16-C -14,3125 1,944534 -7,36 0 -21,91219 -6,712806
FL478-S Vs LP16-S -3,75 1,944534 -1,93 0,998 -11,34969 3,849694
FL478-C Vs LP21-C -18,9375 1,944534 -9,74 0 -26,53719 -11,33781
FL478-S Vs LP21-S -15,75 1,944534 -8,1 0 -23,34969 -8,150306
FL478-C Vs LP22-C -19,0625 1,944534 -9,8 0 -26,66219 -11,46281
FL478-S Vs LP22-S -13,5 1,944534 -6,94 0 -21,09969 -5,900306
FL478-C Vs LP24-C -17,9375 1,944534 -9,22 0 -25,53719 -10,33781
FL478-S Vs LP24-S -15,9375 1,944534 -8,2 0 -23,53719 -8,337806
FL478-C Vs LP25-C -13,375 1,944534 -6,88 0 -20,97469 -5,775306
FL478-S Vs LP25-S -18,1875 1,944534 -9,35 0 -25,78719 -10,58781
FL478-C Vs LP26-C -15,6875 1,944534 -8,07 0 -23,28719 -8,087806
FL478-S Vs LP26-S -13,3125 1,944534 -6,85 0 -20,91219 -5,712806
FL478-C Vs LP27-C -11,5 1,944534 -5,91 0 -19,09969 -3,900306
FL478-S Vs LP27-S -17,125 1,944534 -8,81 0 -24,72469 -9,525306
FL478-C Vs LP28-C -14,75 1,944534 -7,59 0 -22,34969 -7,150306
FL478-S Vs LP28-S -9,375 1,944534 -4,82 0,001 -16,97469 -1,775306
FL478-C Vs LP29-C -14,4375 1,944534 -7,42 0 -22,03719 -6,837806
FL478-S Vs LP29-S -11,4375 1,944534 -5,88 0 -19,03719 -3,837806
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FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S

'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S

LP30-C
LP30-S
LP31-C
LP31-S
LP5-C
LP5-S
LP6-C
LP6-S
LP8-C
LP8-S
LP11-C
LP11-S
LP17-C
LP17-S
LP20-C
LP20-S
LP3-C
LP3-S
LP4-C
LP4-S
LP2-C
LP2-S
LP7-C
LP7-S
PL12-C
PL12-S

-16,5625
-11,6875
-22,875

-16,75
23,6875
15,4375
25,4375
17,6875
22,5625
-19,375
20,5625
19,4375
-12,375
-4,3125
-21,625
19,6875
22,9375
-13,375
-24,875
-21,8125
-22,9375
-22,0625

-27,625
-10,8125
-20,8125
-15,0625

1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,900264
1,958452
1,958452
1,944534
1,944534

-8,52
-6,01
-11,76
-8,61
-12,18
-7,94
-13,08
91
-11,6
-9,96
-10,5
-9,92
-6,32
-2,2
-11,04
-10,05
-11,71
-6,83
-12,7
-11,14
-11,71
-11,61
-14,11
-5,52
-10,7
-7,75
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-24,16219
-19,28719
-30,47469
-24,34969
-31,28719
-23,03719
-33,03719
-25,28719
-30,16219
-26,97469
-28,21659
-27,09159
-20,02909
-11,96659
-29,27909
-27,34159
-30,59159
-21,02909
-32,52909
-29,46659
-30,59159
-29,48918
-35,27909
-18,46659
-28,41219
-22,66219

-8,962806
-4,087806
-15,27531
-9,150306
-16,08781
-7,837806
-17,83781
-10,08781
-14,96281
-11,77531
-12,90841
-11,78341
-4,72091
3,34159
-13,97091
-12,03341
-15,28341
-5,72091
-17,22091
-14,15841
-15,28341
-14,63582
-19,97091
-3,15841
-13,21281
-7,462806
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Tabla SM 9.- Diferencias de los brotes del parental PL12 con las nuevas lineas Saltol LP 2019

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar P>|t| [95% Intervalo Confianza]
PL12-C S LP1-C 0,8125 1,944534 0,42 1 -6,787194 8,412194
PL12-S Vs LP1-S -4,9375 1,944534 -2,54 0,866 -12,53719 2,662194
PL12-C Vs LP12-C 5,4375 1,944534 2,8 0,691 -2,162194 13,03719
PL12-S Vs LP12-S 5,9375 1,944534 3,05 0,046 -1,662194 13,53719
PL12-C Vs LP13-C 7,3125 1,944534 3,76 0,081 -0,2871938 14,91219
PL12-S Vs LP13-S 6,25 1,944534 3,21 0,049 -1,349694 13,84969
PL12-C Vs LP14-C 7,5625 1,944534 3,89 0,053 -0,0371938 15,16219
PL12-S Vs LP14-S 9,125 1,944534 4,69 0,002 1,525306 16,72469
PL12-C Vs LP16-C -6,5 1,944534 -3,34 0,049 -14,09969 1,099694
PL12-S Vs LP16-S -11,3125 1,944534 -5,82 0 -18,91219 -3,712806
PL12-C Vs LP21-C -1,875 1,944534 -0,96 1 -9,474694 5,724694
PL12-S Vs LP21-S 0,6875 1,944534 0,35 1 -6,912194 8,287194
PL12-C Vs LP22-C -1,75 1,944534 -0,9 1 -9,349694 5,849694
PL12-S Vs LP22-S -1,5625 1,944534 -0,8 1 -9,162194 6,037194
PL12-C Vs LP24-C -2,875 1,944534 -1,48 1 -10,47469 4,724694
PL12-S Vs LP24-S 0,875 1,944534 0,45 1 -6,724694 8,474694
PL12-C Vs LP25-C -7,4375 1,944534 -3,82 0,046 -15,03719 0,1621938
PL12-S Vs LP25-S 3,125 1,944534 1,61 1 -4,474694 10,72469
PL12-C Vs LP26-C -5,125 1,944534 -2,64 0,049 -12,72469 2,474694
PL12-S Vs LP26-S -1,75 1,944534 -0,9 1 -9,349694 5,849694
PL12-C Vs LP27-C -9,3125 1,944534 -4,79 0,001 -16,91219 -1,712806
PL12-S Vs LP27-S 2,0625 1,944534 1,06 1 -5,537194 9,662194
PL12-C Vs LP28-C -6,0625 1,944534 -3,12 0,047 -13,66219 1,537194
PL12-S Vs LP28-S -5,6875 1,944534 -2,92 0,584 -13,28719 1,912194
PL12-C Vs LP29-C -6,375 1,944534 -3,28 0,043 -13,97469 1,224694
PL12-S Vs LP29-S -3,625 1,944534 -1,86 0,999 -11,22469 3,974694
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LP30-C
LP30-S
LP31-C
LP31-S
LP5-C
LP5-S
LP6-C
LP6-S
LP8-C
LP8-S
LP11-C
LP11-S
LP17-C
LP17-S
LP20-C
LP20-S
LP3-C
LP3-S
LP4-C
LP4-S
LP7-C
LP7-S
LP2-C
LP2-S

-4,25
-3,375
2,0625
1,6875
2,875
0,375
4,625
2,625
1,75
4,3125
-0,25
4,375
-8,4375
-10,75
0,8125
4,625
2,125
-1,6875
4,0625
6,75
6,8125
-4,25
2,125

1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,944534
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
1,958452
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-2,19
-1,74
1,06
0,87
1,48
0,19
2,38
1,35
0,9
2,22
-0,13
2,23
-4,31
-5,49
0,41
2,36
1,09
-0,86
2,07
3,45
3,48
2,17
1,09
3,57

0,98

-11,84969
-10,97469
-5,537194
-5,912194
-4,724694
-7,224694
-2,974694
-4,974694
-5,849694
-3,287194
-7,90409
-3,27909
16,09159
18,40409
-6,84159
-3,02909
-5,52909
-9,34159
-3,59159
-0,9040898
-0,8415898
-11,90409
-5,52909
-0,6540898

3,349694
4,224694
9,662194
9,287194
10,47469
7,974694
12,22469
10,22469
9,349694
11,91219
7,40409
12,02909
-0,7834102
-3,09591
8,46659
12,27909
9,77909
5,96659
11,71659
14,40409
14,46659
3,40409
9,77909
14,65409
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Tabla SM 10.- Valores estadistico de los brotes 2019, comparacion entre tratamientos salinos y no salino lineas Saltol MS

Lineas Tratamiento Contraste Error Estandar t P>|t| [95% Intervalo Confianza]
IR64S-S Vs IR64S-C -3,375 2,037142 -1,66 0,983 -10,65988 3,909883
MS12-S VS MS12-C -1,42E-14 2,037142 0 1 -7,284883 7,284883
MS14-S VS MS14-C -4,4375 2,037142 -2,18 0,811 -11,72238 2,847383
MS17-S VS MS17-C -4,8125 2,037142 -2,36 0,689 -12,09738 2,472383
MS21-S VS MS21-C -0,25 2,037142 -0,12 1 -7,534883 7,034883
MS23-S Vs MS23-C -2,6875 2,037142 -1,32 0,999 -9,972383 4,597383
MS25-S Vs MS25-C -2,875 2,037142 -1,41 0,997 -10,15988 4,409883
MS28-S Vs MS28-C -0,6875 2,037142 -0,34 1 -7,972383 6,597383

MS3-S Vs MS3-C -4,875 2,037142 -2,39 0,666 -12,15988 2,409883
PM37-S Vs PM37-C -1,25 2,037142 -0,61 1 -8,534883 6,034883

Tabla SM 11.- Diferencias de los brotes del parental IR64-Saltol con las nuevas lineas Saltol MS 2019

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t | P>|t| | [95% Intervalo Confianza]
MS12-C vs  IR64S-C -34,9375 2,037142 -17,15 0 -42,22238 -27,65262
MS12-S vs  IR64S-S -31,5625 2,037142 -15,49 0 -38,84738 -24,27762
MS14-C vs  IR64S-C -27,0625 2,037142 -13,28 0 -34,34738 -19,77762
MS14-S vs  IR64S-S -28,125 2,037142 -13,81 0 -35,40988 -20,84012
MS17-C vs  IR64S-C -28,0625 2,037142 -13,78 0 -35,34738 -20,77762
MS17-S vs  IR64S-S -29,5 2,037142 -14,48 0 -36,78488 -22,21512
MS21-C vs  IR64S-C -30,4375 2,037142 -14,94 0 -37,72238 -23,15262
MS21-S vs  IR64S-S -27,3125 2,037142 -13,41 0 -34,59738 -20,02762
MS23-C vs  IR64S-C -32,625 2,037142 -16,02 0 -39,90988 -25,34012
MS23-S vs  IR64S-S -31,9375 2,037142 -15,68 0 -39,22238 -24,65262
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MS25-C Vs IR64S-C -33,6875 2,037142 -16,54 0 -40,97238 -26,40262
MS25-S Vs IR64S-S -33,1875 2,037142 -16,29 0 -40,47238 -25,90262
MS28-C Vs IR64S-C -32,6875 2,037142 -16,05 0 -39,97238 -25,40262
MS28-S Vs IR64S-S -30 2,037142 -14,73 0 -37,28488 -22,71512
MS3-C Vs IR64S-C -27,625 2,037142 -13,56 0 -34,90988 -20,34012
MS3-S Vs IR64S-S -29,125 2,037142 -14,3 0 -36,40988 -21,84012
PM37-C VS IR64S-C -34,25 2,037142 -16,81 0 -41,53488 -26,96512
PM37-S VS IR64S-S -32,125 2,037142 -15,77 0 -39,40988 -24,84012
Tabla SM 12.- Diferencias de los brotes del parental PM7 con las nuevas lineas Saltol MS 2019
Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar ‘ P>|t] ‘ [95% Intervalo Confianza]
MS12-C vs  PM37-C 0,6875 2,037142 0,34 1 -6,597383 7,972383
MS12-S vs  PM37-S -0,5625 2,037142 -0,28 1 -7,847383 6,722383
MS14-C vs  PM37-C -7,1875 2,037142 -3,53 0,049 -14,47238 0,0973834
MS14-S vs  PM37-S -4 2,037142 -1,96 0,914 -11,28488 3,284883
MS17-C vs  PM37-C -6,1875 2,037142 -3,04 0,048 -13,47238 1,097383
MS17-S vs  PM37-S -2,625 2,037142 -1,29 0,999 -9,909883 4,659883
MS21-C vs  PM37-C -3,8125 2,037142 -1,87 0,944 -11,09738 3,472383
MS21-S vs  PM37-S -4,8125 2,037142 -2,36 0,689 -12,09738 2,472383
MS23-C vs  PM37-C -1,625 2,037142 -0,8 1 -8,909883 5,659883
MS23-S vs  PM37-S -0,1875 2,037142 -0,09 1 -7,472383 7,097383
MS25-C vs  PM37-C -0,5625 2,037142 -0,28 1 -7,847383 6,722383
MS25-S vs  PM37-S 1,0625 2,037142 0,52 1 -6,222383 8,347383
MS28-C vs  PM37-C -1,5625 2,037142 -0,77 1 -8,847383 5,722383
MS28-S vs  PM37-S -2,125 2,037142 -1,04 1 -9,409883 5,159883
MS3-C vs  PM37-C -6,625 2,037142 -3,25 0,049 -13,90988 0,6598834
MS3-S vs  PM37-S -3 2,037142 -1,47 0,996 -10,28488 4,284883
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Tabla SM 13.- Valores estadisticos de la longitud de las plantas 2018, comparacion entre tratamientos salino y no salino lineas LP

Lineas Tratamiento Contraste Error Estandar t ‘ P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]
FL478-S S FL478-C -10,9122 1,54692 -7,05 0 -16,66668 -5,157724
LP10-S Vs LP10-C -4,247024 2,187676 -1,94 0,98 -12,38508 3,891037
LP13-S Vs LP13-C -11,21429 3,093841 -3,62 0,068 -22,72324 0,2946705
LP20-S Vs LP20-C -13,04762 2,187676 -5,96 0 -21,18568 -4,909558
LP23-S Vs LP23-C -5,933036 1,54692 -3,84 0,034 -11,68751 -0,1785576
LP24-S vs  LP24-C -4,89881 2,644771 -1,85 0,989 -14,73725 4,939626
LP26-S Vs LP26-C -8,991071 1,54692 -5,81 0 -14,74555 -3,236593
LP28-S Vs LP28-C -7,313492 1,78623 -4,09 0,013 -13,95819 -0,6687931
LP29-S Vs LP29-C -10,37698 1,78623 -5,81 0 -17,02168 -3,732285
LP30-S Vs LP30-C -6,936012 1,54692 -4,48 0,003 -12,69049 -1,181534
LP31-S Vs LP31-C -9,428571 2,187676 -4,31 0,005 -17,56663 -1,29051
LP8-S Vs LP8-C -6,010417 1,62267 -3,7 0,053 -12,04668 0,0258483
LP9-S Vs LP9-C -4,470238 3,093841 -1,44 1 -15,97919 7,038718
PL12-S Vs PL12-C -10,38393 1,54692 -6,71 0 -16,13841 -4,62945

Tabla SM 14.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental FL748 con las nuevas lineas Saltol LP 2018

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t | P>|t| [95% Intervalo Confianza]
LP10-C Vs FL478-C -3,40625 1,966102 -1,73 0,996 -10,72006 3,907564
LP10-S Vs FL478-S 3,258929 1,820256 1,79 0,993 -3,512347 10,0302
LP13-C Vs FL478-C 4,989583 2,538226 1,97 0,977 -4,45251 14,43168
LP13-S Vs FL478-S 4,6875 2,349941 1,99 0,972 -4,05418 13,42918
LP20-C Vs FL478-C 1,447917 1,966102 0,74 1 -5,865897 8,761731
LP20-S Vs FL478-S -0,6875 1,820256 -0,38 1 -7,458776 6,083776
LP23-C Vs FL478-C -0,9791667 1,605315 -0,61 1 -6,950871 4,992537
LP23-S Vs FL478-S 4 1,486233 2,69 0,601 -1,528724 9,528724
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FLA78-S
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FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S

-1,96875
4,044643
1,614583
3,535714
1,434028
5,032738
0,2951389
0,8303571
-0,5833333
3,392857
-0,0104167
1,473214
-0,5
4,401786
-5,46875
0,9732143
2,052083
2,580357

1,966102
2,349941
1,605315
1,486233
1,733939
1,605315
1,733939
1,605315
1,605315
1,486233
1,966102
1,820256
1,605315
1,564923
2,538226
2,349941
1,605315
1,486233

1
1,72
1,01
2,38
0,83
3,14
0,17
0,52

-0,36
2,28

-0,01
0,81

-0,31
2,81

-2,15
0,41
1,28
1,74

-9,282564
-4,697037
-4,357121
-1,993009

-5,01615
0,9389661
-6,155039
-5,141347
-6,555037
-2,135867
-7,324231
-5,298062
-6,471704
-1,419663
-14,91084
-7,768465
-3,919621
-2,948367

5,345064
12,78632
7,586287
9,064438
7,884205
11,00444
6,745317
6,802061
5,388371
8,921581
7,303397

8,24449
5,471704
10,22323
3,973343
9,714894
8,023787
8,109081

Tabla SM 15.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental PL12 con las nuevas lineas Saltol LP 2018

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t | P>|t| [95% Intervalo Confianza]
LP10-C Vs PL12-C 5,458333 1,966102 2,78 0,531 -1,855481 12,77215
LP10-S Vs PL12-S -0,6785714 1,820256 -0,37 1 -7,449847 6,092705
LP13-C Vs PL12-C -2,9375 2,538226 -1,16 1 -12,37959 6,504593
LP13-S Vs PL12-S -2,107143 2,349941 -0,9 1 -10,84882 6,634537
LP20-C Vs PL12-C 0,6041667 1,966102 0,31 1 -6,709647 7,917981
LP20-S Vs PL12-S 3,267857 1,820256 1,8 0,993 -3,503419 10,03913
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'S
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PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S

3,03125
-1,419643
4,020833
-1,464286
0,4375
-0,9553571
0,6180556
-2,452381
1,756944
1,75
2,635417
-0,8125
2,0625
1,107143
2,552083
-1,821429
7,520833
1,607143

1,605315
1,486233
1,966102
2,349941
1,605315
1,486233
1,733939
1,605315
1,733939
1,605315
1,605315
1,486233
1,966102
1,820256
1,605315
1,564923
2,538226
2,349941

1,89
-0,96
2,05
-0,62
0,27
-0,64
0,36
-1,53
1,01
1,09
1,64
-0,55
1,05
0,61
1,59
-1,16
2,96
0,68

-2,940454
-6,948367
-3,292981
-10,20597
-5,534204
-6,484081
-5,832122
-8,424085
-4,693233
-4,221704
-3,336287
-6,341224
-5,251314
-5,664133
-3,419621
-7,642877

-1,92126
-7,134537

9,002954
4,109081
11,33465
7,277394
6,409204
4,573367
7,068233
3,519323
8,207122
7,721704
8,607121
4,716224
9,376314
7,878419
8,523787

4,00002
16,96293
10,34882

Tabla SM 16.- Valores estadisticos de la longitud de las plantas 2019, comparacion entre tratamientos salino y no salino lineas LP

Lineas Tratamiento Contraste Error Estandar P>|t| [95% Intervalo Confianza]
FL478-S Vs FL478-C -10,9375 1,524535 -7,17 0 -16,89574 -4,979261
LP1-S Vs LP1-C -16 1,524535 -10,5 0 -21,95824 -10,04176
LP11-S Vs LP11-C -12,9375 1,524535 -8,49 0 -18,89574 -6,979261
LP13-S Vs LP13-C -6 1,524535 -3,94 0,046 -11,95824 -0,0417609
LP14-S Vs LP14-C -11,0625 1,524535 -7,26 0 -17,02074 -5,104261
LP16-S Vs LP16-C -12,1875 1,524535 -7,99 0 -18,14574 -6,229261
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LP17-S vs  LP17-C -12,5 1,524535 -8,2 0 -18,45824 -6,541761
LP21-S VS LP21-C -15,5 1,524535 -10,17 0 -21,45824 -9,541761
LP22-S VS LP22-C -15,5 1,524535 -10,17 0 -21,45824 -9,541761
LP25-S VS LP25-C -19,5 1,524535 -12,79 0 -25,45824 -13,54176
LP26-S VS LP26-C -12,3125 1,524535 -8,08 0 -18,27074 -6,354261
LP27-S vs  LP27-C -12,25 1,524535 -8,04 0 -18,20824 -6,291761
LP29-S Vs LP29-C -9,4375 1,524535 -6,19 0 -15,39574 -3,479261
LP30-S Vs LP30-C -10,8125 1,524535 -7,09 0 -16,77074 -4,854261
LP31-S Vs LP31-C -8,8125 1,524535 -5,78 0 -14,77074 -2,854261
LP3-S Vs LP3-C -9,3125 1,524535 -6,11 0 -15,27074 -3,354261
LP4-S Vs LP4-C -9,25 1,524535 -6,07 0 -15,20824 -3,291761
LP5-S Vs LP5-C -8,1875 1,524535 -5,37 0 -14,14574 -2,229261
LP6-S Vs LP6-C -7,6875 1,524535 -5,04 0 -13,64574 -1,729261
LP12-S Vs LP12-C -8,8125 1,52956 -5,76 0 -14,75236 -2,872645
LP2-S Vs LP2-C -9,6875 1,52956 -6,33 0 -15,62736 -3,747645
LP20-S Vs LP20-C -6,90625 1,52956 -4,52 0,004 -12,84611 -0,9663946
LP24-S Vs LP24-C -10 1,081563 -9,25 0 -14,20011 -5,799888
LP28-S Vs LP28-C -14,625 1,52956 -9,56 0 -20,56486 -8,685145
LP7-S Vs LP7-C -7,125 1,52956 -4,66 0,002 -13,06486 -1,185145
LP8-S Vs LP8-C -7,1875 1,52956 -4,7 0,002 -13,12736 -1,247645
PL12-S Vs PL12-C -11 1,524535 -7,22 0 -16,95824 -5,041761
Tabla SM 17.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental FL478 con las nuevas lineas Saltol LP 2019
Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t I P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]
LP1-C Vs FL478-C -4,15625 1,52956 -2,72 0,729 -10,09611 1,783605
LP1-S Vs FL478-S -9,1875 1,524535 -6,03 0 -15,14574 -3,229261
LP11-C Vs FL478-C -20,8125 1,524535 -13,65 0 -26,77074 -14,85426
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LP11-S
LP13-C
LP13-S
LP14-C
LP14-S
LP16-C
LP16-S
LP17-C
LP17-S
LP21-C
LP21-S
LP22-C
LP22-S
LP25-C
LP25-S
LP26-C
LP26-S
LP27-C
LP27-S
LP29-C
LP29-S
LP30-C
LP30-S
LP31-C
LP31-S
LP3-C

LP3-S

LP4-C

'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S

FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FLA78-C
FLA78-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FL478-C
FL478-S
FLA78-C

-9,875
-9,875
-4,9375
-21,4375
-21,5625
-10,59375
-11,8125
-9,09375
-10,625
-5,96875
-10,5
0,3125
-4,25
-8,6875
-17,25
-0,5625
-1,9375
-11,84375
-13,125
-5,4375
-3,9375
-3,09375
-2,9375
-4,96875
-2,8125
-8

-6,375
-11,4375

1,524535
1,524535
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535
1,524535

-6,48
-6,48
-3,24
-14,06
-14,14
-6,93
-7,75
-5,95
-6,97
-3,9
-6,89
0,2
-2,79
-5,68
-11,31
-0,37
-1,27
-7,74
-8,61
-3,55
-2,58
-2,02
-1,93
-3,25
-1,84
-5,25
-4,18
-7,5

0
0
0,331

O O O O o o

0,047

0,698

O O » OO

0,14
0,842
0,992
0,998
0,305
0,999

0,019
0

-15,83324
-15,83324
-10,89574
-27,39574
-27,52074
-16,53361
-17,77074
-15,03361
-16,58324
-11,90861
-16,45824
-5,645739
-10,20824
-14,62736
-23,20824
-6,520739
-7,895739
-17,78361
-19,08324
-11,37736
-9,895739
-9,033605
-8,895739
-10,90861
-8,770739
-13,95824
-12,33324
-17,39574

-3,916761
-3,916761
1,020739
-15,47926
-15,60426
-4,653895
-5,854261
-3,153895
-4,666761
0,0288946
-4,541761
6,270739
1,708239
-2,747645
-11,29176
5,395739
4,020739
-5,903895
-7,166761
0,5023554
2,020739
2,846105
3,020739
0,9711054
3,145739
-2,041761
0,4167609
-5,479261
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LP4-S VS FL478-S -9,75 1,524535 -6,4 0 -15,70824 -3,791761
LP5-C Vs FL478-C -5,71875 1,52956 -3,74 0,08 -11,65861 0,2211054
LP5-S Vs FL478-S -2,9375 1,524535 -1,93 0,998 -8,895739 3,020739
LP6-C VS FL478-C -18,5 1,524535 -12,13 0 -24,45824 -12,54176
LP6-S Vs FL478-S -7,5625 1,524535 -4,96 0,001 -13,52074 -1,604261
LP12-C Vs FL478-C -8,96875 1,52956 -5,86 0 -14,90861 -3,028895
LP12-S Vs FL478-S -6,8125 1,52956 -4,45 0,006 -12,75236 -0,8726446
LP2-C VS FL478-C -6,28125 1,52956 -4,11 0,023 -12,22111 -0,3413946
LP2-S Vs FL478-S -5 1,52956 -3,27 0,291 -10,93986 0,9398554
LP20-C Vs FL478-C -8,625 1,52956 -5,64 0 -14,56486 -2,685145
LP20-S Vs FL478-S -4,5625 1,52956 -2,98 0,51 -10,50236 1,377355
LP24-C Vs FL478-C -2,53125 1,324638 -1,91 0,997 -7,675316 2,612816
LP24-S Vs FL478-S -1,5625 1,324638 -1,18 1 -6,706566 3,581566
LP28-C Vs FL478-C -1,84375 1,52956 -1,21 1 -7,783605 4,096105
LP28-S Vs FL478-S -5,5 1,52956 -3,6 0,124 -11,43986 0,4398554
LP7-C Vs FL478-C -9,78125 1,52956 -6,39 0 -15,72111 -3,841395
LP7-S Vs FL478-S -5,9375 1,52956 -3,88 0,05 -11,87736 0,0023554
LP8-C Vs FL478-C -4,53125 1,52956 -2,96 0,527 -10,47111 1,408605
LP8-S Vs FL478-S -0,75 1,52956 -0,49 1 -6,689855 5,189855
PL12-C Vs FL478-C -3,1875 1,52956 -2,08 0,987 -9,127355 2,752355
PL12-S Vs FL478-S -3,3125 1,52956 -2,17 0,978 -9,252355 2,627355
Tabla SM 18.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental PL12 con las nuevas lineas Saltol LP 2019
Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar I P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]

PL12-C Vs LP1-C 0,96875 1,52956 0,63 1 -4,971105 6,908605

PL12-S Vs LP1-S 5,875 1,524535 3,85 0,06 -0,0832391 11,83324

PL12-C Vs LP11-C 4,625 1,524535 3,03 0,492 -1,333239 10,58324
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PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C

'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S

LP11-S
LP13-C
LP13-S
LP14-C
LP14-S
LP16-C
LP16-S
LP17-C
LP17-S
LP21-C
LP21-S
LP22-C
LP22-S
LP25-C
LP25-S
LP26-C
LP26-S
LP27-C
LP27-S
LP29-C
LP29-S
LP30-C
LP30-S
LP31-C
LP31-S
LP3-C
LP3-S
LP4-C

6,5625
6,625
1,625
18,1875
18,25
7,40625
8,5
5,90625
7,3125
2,78125
7,1875
-3,5625
0,9375
5,5
13,9375
-2,6875
-1,375
8,65625
9,8125
2,25
0,625
-0,09375
-0,375
1,78125
-0,5
4,75
3,0625

8,1875

1,524535
1,524535
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535

1,52956
1,524535
1,524535
1,524535
1,524535

4,3
4,35
1,07

11,93

11,97
4,84
5,58
3,86

4,8
1,82
4,71

-2,34

0,61
3,6
9,14

-1,76
-0,9
5,66
6,44
1,47
0,41

-0,06

-0,25
1,16

-0,33
3,12
2,01
5,37

0,011
0,01

0,001

0,054
0,001
0,999
0,002
0,948

0,124

N = N S S N = = = = =)

0,425
0,995
0

0,6042609
0,6667609
-4,333239
12,22926
12,29176
1,466395
2,541761
0,0336054
1,354261
-3,158605
1,229261
-9,520739
-5,020739
-0,4398554
7,979261
-8,645739
-7,333239
2,716395
3,854261
-3,689855
-5,333239
-6,033605
-6,333239
-4,158605
-6,458239
-1,208239
-2,895739
2,229261

12,52074
12,58324
7,583239
24,14574
24,20824
13,34611
14,45824
11,84611
13,27074
8,721105
13,14574
2,395739
6,895739
11,43986
19,89574
3,270739
4,583239
14,59611
15,77074
8,189855
6,583239
5,846105
5,583239
7,721105
5,458239
10,70824
9,020739
14,14574
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PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S
PL12-C
PL12-S

'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
'S
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
VS
'S
VS

LP4-S
LP5-C
LP5-S
LP6-C
LP6-S
LP12-C
LP12-S
LP2-C
LP2-S
LP20-C
LP20-S
LP24-C
LP24-S
LP28-C
LP28-S
LP7-C
LP7-S
LP8-C
LP8-S

6,4375
2,53125
-0,375
7,5625
4,25
5,78125
3,5
3,09375
1,6875
5,4375
1,25
-0,65625
-1,75
-1,34375
2,1875
6,59375
2,625
1,34375
-2,5625

1,524535
1,52956
1,524535
1,524535
1,524535
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956
1,324638
1,324638
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956
1,52956

4,22
1,65
-0,25
4,96
2,79
3,78
2,29
2,02
1,1
3,55
0,82
-0,5
-1,32
-0,88
1,43
4,31
1,72
0,88
-1,68

0,016

0,001
0,698
0,071
0,953
0,992

0,14

[ = W =W SN

0,01

0,4792609
-3,408605
-6,333239

1,604261
-1,708239

-0,1586054
-2,439855
-2,846105
-4,252355

-0,5023554
-4,689855
-5,800316
-6,894066
-7,283605
-3,752355

0,6538946
-3,314855
-4,596105
-8,502355

12,39574
8,471105
5,583239
13,52074
10,20824
11,72111
9,439855
9,033605
7,627355
11,37736
7,189855
4,487816
3,394066
4,596105
8,127355
12,53361
8,564855
7,283605
3,377355

Tabla SM 19.- Valores estadisticos de la longitud de las plantas 2019, comparacion entre tratamientos salino y no salino lineas MS

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar I P>|t| ‘ [95% Intervalo Confianza]
IR64S-S Vs IR64S-C -1,875 1,975602 -0,95 1 -8,939812 5,189812
MS12-S Vs MS12-C -14,9375 1,975602 -7,56 0 -22,00231 -7,872688
MS14-S Vs MS14-C -2,84375 1,975602 -1,44 0,997 -9,908562 4,221062
MS17-S Vs MS17-C -7,9375 1,975602 -4,02 0,011 -15,00231 -0,8726877
MS21-S Vs MS21-C -3,625 1,975602 -1,83 0,953 -10,68981 3,439812
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MS23-S
MS25-S
MS28-S
MS3-S
PM37-S

'S
'S
'S
'S
'S

MS23-C
MS25-C
MS28-C
MS3-C
PM37-C

-7,875
-8,6875
-9,625
3,46875
-1,71875

1,975602
1,975602
1,975602
1,975602
1,975602

-3,99
-4,4
-4,87
1,76
-0,87

0,012
0,002

0,969
1

-14,93981
-15,75231
-16,68981
-3,596062
-8,783562

-0,8101877
-1,622688
-2,560188

10,53356
5,346062

Tabla SM 20.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental IR64-Saltol con las nuevas lineas Saltol MS 2019

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar P>|t| [95% Intervalo Confianza]
MS12-C Vs IR64S-C 11,3125 1,975602 5,73 0 4,247688 18,37731
MS12-S Vs IR64S-S -1,75 1,975602 -0,89 1 -8,814812 5,314812
MS14-C Vs IR64S-C -3,84375 1,975602 -1,95 0,921 -10,90856 3,221062
MS14-S Vs IR64S-S -4,8125 1,975602 -2,44 0,634 -11,87731 2,252312
MS17-C Vs IR64S-C -9,0625 1,975602 -4,59 0,001 -16,12731 -1,997688
MS17-S Vs IR64S-S -15,125 1,975602 -7,66 0 -22,18981 -8,060188
MS21-C Vs IR64S-C -19,75 1,975602 -10 0 -26,81481 -12,68519
MS21-S Vs IR64S-S -21,5 1,975602 -10,88 0 -28,56481 -14,43519
MS23-C Vs IR64S-C 5,375 1,975602 2,72 0,417 -1,689812 12,43981
MS23-S Vs IR64S-S -0,625 1,975602 -0,32 1 -7,689812 6,439812
MS25-C Vs IR64S-C -2,8125 1,975602 -1,42 0,997 -9,877312 4,252312
MS25-S Vs IR64S-S -9,625 1,975602 -4,87 0 -16,68981 -2,560188
MS28-C Vs IR64S-C 3,125 1,975602 1,58 0,99 -3,939812 10,18981
MS28-S Vs IR64S-S -4,625 1,975602 -2,34 0,704 -11,68981 2,439812
MS3-C Vs IR64S-C -5,96875 1,975602 -3,02 0,228 -13,03356 1,096062
MS3-S Vs IR64S-S -0,625 1,975602 -0,32 1 -7,689812 6,439812
PM37-C Vs IR64S-C -1,96875 1,975602 -1 1 -9,033562 5,096062
PM37-S Vs IR64S-S -1,8125 1,975602 -0,92 1 -8,877312 5,252312
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Tabla SM 21.- Diferencias en la longitud de las plantas del parental PM37 con las nuevas lineas Saltol MS 2019

Lineas/Tratamientos Contraste Error Estandar t ‘ P>|t| [95% Intervalo Confianza]
MS12-C Vs PM37-C -13,28125 1,975602 -6,72 0 -20,34606 -6,216438
MS12-S VS PM37-S -0,0625 1,975602 -0,03 1 -7,127312 7,002312
MS14-C Vs PM37-C 1,875 1,975602 0,95 1 -5,189812 8,939812
MS14-S Vs PM37-S 3 1,975602 1,52 0,994 -4,064812 10,06481
MS17-C Vs PM37-C 7,09375 1,975602 3,59 0,048 0,0289377 14,15856
MS17-S VS PM37-S 13,3125 1,975602 6,74 0 6,247688 20,37731
MS21-C Vs PM37-C 17,78125 1,975602 9 0 10,71644 24,84606
MS21-S Vs PM37-S 19,6875 1,975602 9,97 0 12,62269 26,75231
MS23-C Vs PM37-C -7,34375 1,975602 -3,72 0,032 -14,40856 -0,2789377
MS23-S Vs PM37-S -1,1875 1,975602 -0,6 1 -8,252312 5,877312
MS25-C Vs PM37-C 0,84375 1,975602 0,43 1 -6,221062 7,908562
MS25-S Vs PM37-S 7,8125 1,975602 3,95 0,014 0,7476877 14,87731
MS28-C Vs PM37-C -5,09375 1,975602 -2,58 0,524 -12,15856 1,971062
MS28-S Vs PM37-S 2,8125 1,975602 1,42 0,997 -4,252312 9,877312
MS3-C Vs PM37-C 4 1,975602 2,02 0,89 -3,064812 11,06481
MS3-S Vs PM37-S -1,1875 1,975602 -0,6 1 -8,252312 5,877312
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Experimento 2: Optimizacion in vitro de la resistencia al herbicida
Tabla SM 22. - Prueba de chi? para las cuatro concentraciones de herbicida y el tratamiento sin

herbicida (p <0.05).

157

. Chi
Chi-cuadrado calculado 476.25
o Chide la
Concentraciones | Supervivientes 9 tabla 9.49
supervientes
DF 4
0 188.544 155.407 Pvalor <0,0001
2.5uM 0.226 0.186
3 uM 15.997 13.186
3.25uM 12.593 10.380
3.5uM 43.710 36.028
Tabla SM 23. - Prueba de chi? para todas las concentraciones de herbicidas (p <0.05).
. Chi
Chi-cuadrado calculado 188.068
o Chide la
Concentraciones | Supervivientes _O. tabla 3.841
supervivientes
DF 1
0uM 24.418 64.604 Pvalor <0.0001
2.5 uM 27.168 71.878
. Chi
Chi-cuadrado calculado 303.301
N Chide la
Concentraciones | Supervivientes © tabla 3.841
supervivientes
DF 1
0uM 54.369 94.525 Pvalor <0.0001
3uM 56.382 98.026
. Chi
Chi-cuadrado calculado 291.249
- Chide la
Concentraciones | Supervivientes _O_ tabla 3.841
supervivientes
DF 1
0uM 51.568 92.302 Pvalor <0.0001
3.25 uM 52.826 94.553




Chi-cuadrado

Concentraciones

Supervivientes

No
supervivientes

Chi

OuMm 83.210 113.625
3.5uM 79.882 109.080
Chi-cuadrado
No

Concentraciones

Supervivientes

supervivientes

2.5 uM

5.937

3.691

3 uM

5.533

3.440

Chi-cuadrado

Concentraciones

Supervivientes

No
supervivientes

2.5uM

4.703

3.033

3uM

4.330

2.792

Chi-cuadrado

Concentraciones

Supervivientes

No
supervivientes

2.5 uM

17.125

8.543

3uM

14.776

7.371

Chi-cuadrado

Concentraciones

Supervivientes

No
supervivientes

3 uM

0.082

0.037

3.25 uM

0.081

0.037

calculado 385.797
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor <0.001

Chi

calculado 18.601
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor <0.0001

Chi

calculado 14.858
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor <0.0001

Chi

calculado 47.814
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor <0.0001

Chi

calculado 0.237
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor 0.6265

158




Chi-cuadrado

Concentraciones

Supervivientes

No
supervivientes

Concentraciones

Supervivientes

3 uM 2.647 0.914
3.5 uM 2.450 0.846
Chi-cuadrado
No

supervivientes

3.25 uM

3.688

1.333

3.5uM

3.456

1.249

Chi

calculado 6.857
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor 0.0088
Chi

calculado 9.726
Chidela

tabla 3.841
DF 1
Pvalor 0.0018

Tabla SM 24.- Prueba de chi? para todas las plantas supervivencias entre lineas (p <0.05).

Chi-cuadrado

Lineas | Supervivientes NO.

supervivientes
Lo1 1.096 0.903
L02 0.005 0.004
L03 0.928 0.765
C997 1.089 0.898
XF6 0.018 0.015
RPO1 1.470 1.211

Chi

calculado 8.403
Chidela

tabla 11.070
DF 5
Pvalor <0.0500

Tabla SM 25.- Prueba de chi-cuadrado para todas las plantas homocigotas y heterocigotas
segun las concentraciones de herbicidas (p <0.05).

Chi-cuadrado

Concentraciones

Homocigotas

Heterocigotas

0 uM 536.413 10.522
2.5uM 101.794 14.944
3uM 1.736 39.055
3.25uM 5.329 46.167
3.5uM 2.069 31.165
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Chi

calculado 789.193
Chidela

tabla 7.815
DF 4
Pvalor <0,0001




Tabla SM 26.- Prueba de chi-cuadrado para el resultado de la PCR plantas homocigotas y
heterocigotas para cada tipo de lineas (p <0.05).

. Chi
Chi-cuadrado calculado 2.082
No Chidela

Lineas | Supervivientes . tabla 11.070
supervivientes

DF 5

LO1 0.001 0.000 Pvalor 0,8377

L02 0.178 0.044
LO3 0.318 0.079
C997 0.556 0.138
XF6 0.531 0.132
RPO1 0.084 0.021
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Experimento 3: Estudio de la resistencia al herbicida en lineas europeas de arroz

Tabla SM 27.- Prueba de chi? para las lineas comerciales durante las cuatro estaciones del afio

y la generacion de los cruces desde la F1 hasta el BC4F1 (p <0.05).

Chi

calculado 3.597
Chidela

tabla 5.348
DF 6
Pvalor <0.7210

Chi

calculado 156.122
Chidela

tabla 9.342
DF 10
Pvalor <0.0001

Chi

calculado 160.925
Chidela

tabla 9.342
DF 10
Pvalor <0.0001

Chi-cuadrado
Lineas | Emasculacion Embriones | Mutantes
LO1 0.016 0.435 0.558
LO2 0.032 0.433 0.504
C997 0.448 0.001 0.232
COP8 0.608 0.002 0.328

Chi-cuadrado
Lineas | Emasculacion Embriones | Mutantes
LO1 2.391 0.662 0.025
LO2 30.350 2.067 5.560
C997 0.835 0.281 0.037
LO3 0.710 17.693 57.783
RPO1 0.883 8.179 23.231
XF5 4,578 0.542 0.314

Chi-cuadrado
Lineas | Emasculacion Embriones | Mutantes
LO1 5.942 10.266 23.240
LO2 4,708 1.352 0.004
C997 0.021 1.078 7.799
XF5 2.411 1.572 1.209
LO3 1.337 5.377 53.701
RPO1 32.939 6.043 1.925
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Chi-cuadrado
Lineas | Emasculacion Embriones | Mutantes
LO1 18.471 1.546 0.045
LO2 7.743 1.142 0.078
C997 112.930 12.221 0.020
XF6 2.702 0.049 1.400
LO3 75.812 4.106 1.460
RPO1 1.612 0.420 0.145

Chi-cuadrado
Lineas | Emasculacion Embriones | Mutantes
LO1 6.685 1.634 1.067
LO2 3.196 1.959 0.040
C997 29.336 8.865 2.669
XF6 3.900 0.000 6.346
LO3 23.223 5.777 3.566
RPO1 10.882 0.534 8.478

Chi

calculado 241.902
Chidela

tabla 9.342
DF 10
Pvalor <0.0001
Chi

calculado 118.156
Chidela

tabla 9.342
DF 10
Pvalor <0,0001

Tabla SM 28.- Prueba de Chi? para la confirmacién de plantas heterocigotas mediante una PCR-

Digestion.
CHI-CUADRADO
Cruce F1 Homocigotas | Heterocigotas
LO1 X LIH 0.733 0.131
LO2 X LIH 1.002 0.179
MP17 X LIH 0.473 0.085
MP18 X LIH 1.068 0.191

CHI-CUADRADO

Homocigota | Heterocigota
Cruce F1-BC1 S S
BC1LH1 27.195 7.826
BC1LH2 5.952 1.713
BC1CM7 5.481 1.578
C997 X (LIHxMP18) 0.392 0.113
RPO1 X LIH 3.711 1.068
LO3 X LIH 129.958 9.595
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Chi

calculado 3.862

Chidela

tabla 7.814

DF 3

Pvalor 0,2770
Chi
calculado 194.581
Chidela
tabla 11.07
DF 5
Pvalor 0,0001




CHI-CUADRADO

(B:rcuzce F1- Homocigotas | Heterocigotas
BC2LH1 1.647 0.057
BC2LH2 3.772 0.131
BC2CM7 0.036 0.001
BC1LH3 0.009 0.000
BC1RPO1 0.874 0.030
BC1XF5 0.063 0.002
CHI-CUADRADO
(BZ::t;ce F1- Homocigotas | Heterocigotas
BC3LH1 1.074 0.005
BC3LH2 0.961 0.005
BC3CM7 0.250 0.001
BC2LH3 23.695 0.112
BC2RPO1 0.612 0.003
BC2XF6 0.052 0.000
CHI-CUADRADO
(é::lice F1- Homocigotas | Heterocigotas
BC4LH1 1.154 0.032
BC4LH2 1.047 0.029
BC4CM7 0.081 0.002
BC3LH3 0.027 0.001
BC3RPO1 0.107 0.003
BC3XF6 3.686 0.102
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Chi

calculado 6.624
Chidela

tabla 11.07
DF 5
Pvalor 0,2501

Chi

calculado 26.771
Chidela

tabla 11.07
DF 5
Pvalor 0,0001

Chi

calculado 6.270
Chidela

tabla 11.07
DF 5
Pvalor 0,2808
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