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RESUMEN
Esta investigacion tuvo como objetivo aprovechar la variabilidad genética inducida por la
radiacion gamma cobalto 60 (Co®) en el cultivo del arroz, para seleccionar mutantes con
tolerancia a la salinidad. Se utilizd6 1,5 kg semillas de arroz de la variedad CR5272
irradiadas a una dosis de 400 Gy y se multiplicoO para obtener la generacion M. en
condiciones de campo. Se valoré la susceptibilidad a la salinidad (NaCl) de esta variedad
mediante la determinacién de la dosis letal media (DL50) usando valores de conductividad
eléctrica (CE) de 2 a 20 dS/m (deciSiemens por metro) con incrementos de dos unidades
entre cada valor. Para ello se utilizé el cultivo hidroponico, utilizando la solucion nutritiva
descrita por Yoshida et al. (1976), para el crecimiento de plantas de arroz. En campo se
logré cosechar 14 Kg de semilla M. En invernadero se determino que la DL50 del factor
de estrés salino (factor de seleccion) corresponde a 11.75 dS/m. No obstante, se us6 14
dS/m como factor de estrés debido a que esta dosis fue mas eficiente para discriminar
mutantes tolerantes de los susceptibles al compararse con la de 11.75 dS/m. Una vez
obtenida la semilla M2 (14 kg) en campo y definido el nivel de estrés salino a ser aplicado a
la poblacion segregante se tomaron 9450 semillas M2 y se sembraron en invernadero en el
sistema hidropdnico, al cual se le adiciono la solucion nutritiva ya descrita salinizada a 14
dS/m de CE desde la germinacion hasta los 21 dias de edad. En esta primera fase se
seleccionaron 30 mutantes, los cuales fueron trasplantados a un medio sin sal usando el
mismo sistema hidropénico para que continuaran su crecimiento hasta la etapa de
prefloracion. En la cual fueron sometidas nuevamente al factor de estrés durante 25 dias. En
esta segunda evaluacion sobrevivieron ocho mutantes promisorios de los cuales se recupero
semilla para ser incrementada. A lo largo de todo el ciclo fenoldgico del cultivo se
evaluaron diferentes variables agronémicas con el fin de describir a los mutantes
promisorios. Esta investigacion demostr6 que la técnica de induccion de mutaciones usando
irradiaciones gamma Co® es capaz de generar mutantes promisorios con tolerancia a
salinidad, los cuales pueden ser usados en la obtencién de nuevas variedades que

contribuyan a enfrentar el avance de la salinizacion de los suelos de Costa Rica.
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ABSTRACT
The objective of this research was to take advantage of the genetic variability induced by
gamma radiation with cobalt 60 (Co®) in rice to select mutants tolerant to salinity. 1.5 kg of
rice seeds of the variety CR5272 irradiated at a dose of 400 Gy were used. It was multiplied
to obtain the My generation in field conditions. The susceptibility to salinity (NaCl) of this
variety was evaluated to determine the mean lethal dose (LD50). Different electrical
conductivity (CE) values of 2 to 20 dS/m (deciSiemens per meter) were used with
increments of two units between each value. The hydroponic culture was used. The nutrient
solution described by Yoshida et al. (1976) was added for the growth of rice plants. 14 Kg
of M seed were harvested in the field. In the greenhouse, it was determined that the LD50
of the saline stress factor (selection factor) corresponded to 11.75 dS/m. However, 14 dS/m
was used as a stress factor because this dose was more efficient to discriminate tolerant
mutants from susceptible ones when compared to 11.75 dS/m. Once the M. seed (14 kg)
has been obtained in the field and the level of saline stress to be applied to the segregating
population has been defined 9,450 seeds M. were grown in the greenhouse in the
hydroponic system with the salinized nutrient solution at 14 dS/m CE from germination to
21 days of age. In this first selection 30 seedlings survived. Subsequently, they were
transplanted into a salt-free medium using the same hydroponic system so that they
continued their growth until the pre-flowering stage. In which they were subjected again to
the stress factor for 25 days. In this second evaluation eight candidate mutants survived
from which seed was recovered to be increased. Throughout the entire phenological cycle
of the crop, different agronomic variables were evaluated to describe the promising
mutants. This investigation demonstrated that the mutation induction technique using Co®
gamma irradiation can generate candidate mutants with tolerance to salinity. These can be
used to obtain new varieties that contribute to face the advance of the salinization of the

soils of Costa Rica.
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INTRODUCCION

El arroz es uno de los cereales mas importantes a nivel mundial ya que suple a 3500
millones de personas el 20% de sus calorias (Khush, 2013). Debido a esta necesidad afio a
afio se cultivan millones de hectareas a nivel mundial principalmente en paises como China,
India, Indonesia, Bangladesh y Vietnam. Para el periodo 2017-2018 se cultivaron 167
millones de hectareas (Shahbandeh, 2020) con una produccion mundial de 718,4 millones
de toneladas de arroz elaborado, aproximadamente, y con un consumo mundial de 503,9
millones de toneladas, dando como resultado un consumo per cépita de 53,9 kg por persona
(FAO, 2018).

En el &mbito nacional se sabe que el pais dejo de ser autosuficiente en el grano desde el afio
1992 cuando se empezd a importar 40000 toneladas de arroz provenientes de EEUU,
Argentina y Taiwan (Hernandez, 2001). A partir de esa fecha el pais ha visto afectada su
dependencia alimentaria del grano, la cual se refleja mas claramente en los diversos
informes estadisticos realizados por la Corporacion Arrocera Nacional (CONARROZ,
2020) en los ultimos afios. En su informe del periodo 2018-2019 ilustra una curva de
produccion desde el afio 2014 a la fecha donde muestra una tendencia decreciente en la
produccion de arroz, la cual se debe a diversos factores que han provocado fuertes

disminuciones en los rendimientos y areas sembrada (CONARROZ, 2020).

En ese mismo periodo, Costa Rica consumio6 236224 toneladas de arroz pilado de las cuales
apenas el 42,88% fue cubierta con produccion nacional y el restante 57,12% provino de
paises como Estados Unidos, Brasil, Argentina y Uruguay. Fueron cosechadas un total de
36979 hectéareas con una produccion de 151051 toneladas, dando rendimientos de 4,19
ton/ha. La Region Chorotega abarcO el 52% del area sembrada, Region Brunca 19%,
Region Pacifico Central 16%, Region Huetar Norte 12% y Huetar Atlantica 0,4%
(CONARROZ, 2020).

El consumo per cépita nacional se mantuvo en los 46,96 kg (CONARROZ, 2020) muy
cercanos al consumo a nivel mundial de 53,9 kg (FAO, 2018). Estos numeros revelan la
importancia de este cereal en la dieta de los costarricenses, convirtiéndolo en un elemento

fundamental de la seguridad alimentaria. Por esto, se deberia de realizar esfuerzos para



contrarrestar los diversos factores que podrian afectarlo y poner en riesgo el consumo

nacional.

Algunos factores afectan el rendimiento del cultivo de arroz. Uno de ellos corresponde a la
presencia de sales en el suelo, cominmente llamada salinidad del suelo. Esta segin su
origen, puede clasificarse en dos formas: puede ser natural cuando hay una cercania y baja
altura sobre el nivel del mar, ademas de la intemperizacion y la existencia de sales
propiamente en los suelos (Rodriguez et al., 2016) o por otra parte, puede ser provocada por

el ser humano, cuando lleva a cabo incorrectas practicas agricolas (Allbed & Kumar, 2013).

En zonas cercanas a la costa, como las del Pacifico costarricense, el nivel freatico es poco
profundo y es ahi donde las sales que se acumulan en el agua fredtica se mueven hacia
arriba por los procesos de capilaridad, inundaciones o entrada del mar, lo cual deposita las
sales en la zona de crecimiento de las raices (Combatt et al., 2015). En fincas productoras
de la provincia de Guanacaste como la Hacienda Taboga, Ranchos Horizontes, o fincas de
la costa del Pacifico Central han presentado estos problemas; ya sea por su cercania al mar,
por el cosntante uso de fertilizantes o del mal manejo del agua de riego.

Para hacerle frente a esta situacién, se ha planteado la mejora génetica como una alternativa
eficaz para la obtencion de materiales tolerantes a salinidad. Esta se puede realizar ya sea
por introduccion y o incorporacion de genes, induccion de mutaciones, identificacion de
caracteres relacionados, la multiplicacién in vitro, seleccion o adaptacion de suspensiones

celulares y la variacion somaclonal (Lamz & Gonzélez, 2013).

Para incrementar la eficiencia y acortar el periodo de creacion de variedades, los
mejoradores combinan muchas técnicas en el proceso. Como el cultivo in vitro para
acelerar la multiplicacion, métodos moleculares para seleccionar genotipos especificos,
mutagénesis para incrementar la variacion, uso de genética reversa, técnica de dobles
haploides y el uso de ambientes controlados para facilitar y manipular el crecimiento
(Ahloowalia et al., 2004; Mba, 2013).

Si bien es cierto, en nuestro pais existen otros factores que actualmente provocan mayores
dafos en el cultivo de arroz. La salinidad ya ha sido reportada en el pais desde el afio 1996

por Montes de Oca et al. (1996) demostrando nuestra necesidad de obtener variedades de



arroz adaptables a este tipo de suelos antes de que los efectos del cambio climético generen

mayores areas afectadas por este problema.

Por todo lo anterior, esta investigacion tiene el objetivo producir suficiente variabilidad
genética en el cultivo de arroz para seleccionar plantas con tolerancia a salinidad utilizando
la técnica de induccidn de mutaciones a través de rayos gamma; las cuales se adecuen a las
condiciones cambiantes en el medio ambiente de nuestro pais de manera que logre cumplir

las exigencias de los productores y consumidores.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Obtener mutantes de arroz tolerantes al estrés salino, a partir de una poblacidn segregante

M generada por irradiacién gamma con cobalto 60 (Co®?).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar una poblacion segregante de semilla Mz a partir de material sometido a
radiacion gamma con cobalto 60 (Coeo).

2. Determinar la dosis letal media (DL50) de salinidad en arroz por medio de la

hidroponia para utilizarla en la seleccion individual de plantas tolerantes.

3. Seleccionar mutantes tolerantes M2 con caracteristicas promisorias de desarrollo en

condiciones de estres salino, bajo un sistema hidroponico.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del cultivo de arroz

El arroz es una planta herbacea de la familia de las poaceae de tallo redondo y hueco que
tiene tallos primarios, secundarios y terciarios los cuales se conocen como macollas. Estas
usualmente culminan su crecimiento con la formacion de una panicula donde se desarrollan
los granos de arroz (Wang & Li, 2005). Su crecimiento esta dividido en tres etapas
fenoldgicas: vegetativa la cual varia de 45 a 65 dias dependiendo de la variedad, la
reproductiva donde se desarrolla la panicula y ocurre la floracion con una duracion de 35
dias y la maduracion que comprende el llenado del grano que tarda alrededor de 30 dias
(IRRI, 2007).

Existen alrededor de 120000 cultivares de Oryza sativa y la mayoria de ellos se agrupan
dentro de dos subespecies o razas de arroz, Oryza sativa japénica de granos cortos opacos y
Oryza sativa indica de granos largos translucidos (Chavez, 2012). Estos ultimos

corresponden a las diferentes variedades cultivadas en el pais.

Cultivo de arroz en Costa Rica

En Costa Rica este cultivo fue establecido después de la colonia en lugares como Atenas,
Turrubares, Cebadilla, Ciruelas, Puriscal y Santa Ana. Posteriormente fue llevado a otras
zonas con topografias menos irregulares donde se han mantenido hasta la fecha (Tinoco &
Acufia, 2009). Las primeras variedades fueron liberadas en los afios 70 por lo que hoy se
conoce como el INTA, algunas de ellas fueron CR113 en 1973 y CR5272 en 1978
(Romero, 2004).

Actualmente, las principales variedades a son Lazarroz FL, Palmar 18, Puita INTA,
NayuribeB FL y Nayudel FL. También se cultivan, aunque en menor medida, otras
variedades o lineas como Sabana 21, CR5272, CFX 18, GURI, Linea 5272, Sem 202, Sem
257, INTA CR 1508 y Emperador. Todas estas fueron cultivadas en el periodo 2017 — 2018
por alrededor de 590 productores bajo modalidad de secano (55%) y riego con (45%),
siendo la Region Chorotega la principal &rea de siembra (CONARROZ, 2020).



Este cultivo, basico en la dieta de los costarricenses, requiere identificar y desarrollar
estrategias que permitan disminuir la vulnerabilidad ante los impactos negativos como el
cambio climético o politicas poco favorables. Al respecto, Vignola et al (2018)
identificaron los principales factores que podrian afectar la produccion del grano en el pais;
donde destacan agentes fitosanitarios, variaciones en la disponibilidad del recurso hidrico,

sequias, altas temperaturas y radiacion solar, principalmente.

Salinidad en Costa Rica

Dentro de todos estos factores Vignola et al. (2018) mencionan que la salinidad presenta
desde una alta hasta a una muy baja afectacion en el pais dependiendo de la region. Por lo
cual, es un tema que deberia de tomar mayor importancia ya que se reporta desde la década
de los 70s. En un estudio realizado por Montes de Oca et al (1996) sobre la presencia de
suelos salinos en Costa Rica, reportan un suelo de la Hacienda Taboga en Carfias de
Guanacaste con una conductividad de 16.2 dS/m, ademas, cita diversos autores que

hicieron hallazgos de suelos afectados por salinidad entre ellos:

- Vasquez (1975) que realiz6 estudios semidetallados de la cuenca baja del Rio
Tempisque en fincas del Ingenio Taboga el cual reportd conductividades de 0.21,
0.75, 1.73 y 1.82 dS/m a diferentes profundidades.

- Vasquez & Chaves (1976) que evaluaron tierras y aguas para riego en la Hacienda
Taboga encontrando conductividades de 12.23 dS/m.

- Ranchos Horizontes (1978) donde analizaron agua y suelo del mismo lugar con
conductividades desde los 0.13 a 5.65 dS/m.

Ademas de esto, en el afio 2018, el programa BIOVERFI de la Escuela de Ciencias
Agrarias evaluo dos fincas con suelos aptos para la produccién arrocera, una en la Hacienda
Taboga la cual arrojé conductividades de 6.3, 0.2 y 5.3 dS/m y la otra en Finca La Ligia de
Parrita con conductividades de 6.2, 6.8 y 9.6 dS/m. Esto podria significar, a razén de haber
un estudio detallado, que la salinidad en Costa Rica se ha mantenido a lo largo de estos
afios y que ademas podria ser causada por la influencia de la cercania del mar con los sitios
de siembra por lo que se requiere de una serie de acciones para seguir utilizando el

potencial de dichos suelos.



La salinidad en los suelos

La salinidad en los suelos corresponde a la presencia de una concentraciéon de sales que
perjudican a las plantas por su efecto toxico y la disminucion del potencial osmético del
suelo (Lamz & Gonzéalez, 2013). Existe una gran variedad de sales que pueden afectar el
desarrollo de las plantas, entre las mas comunes son: NaCl, CaCl,, MgCl,, KCI, MgSQsg,
(Na)2SO4, NaNO3, KNOs3, (Na)2COs y NaHCO3 (Narvéez et al. 2014). De todas, la mas
comun es el cloruro de sodio debido a su amplia disponibilidad y distribucion mundial, por

lo que también se les suele llamar suelos salinos-sédicos.

No obstante, es normal que los suelos presenten este tipo de sales en diferentes
concentraciones. Por su parte, la FAO ha propuesto que cuando el contenido total de sales
excede los 2.56 g/L, equivalentes a 4 dS/m (deciSiemens por metro cuando se mide su
conductividad eléctrica) puede considerarse como un suelo salino. De acuerdo con su grado
de salinidad, los suelos reciben diferentes tipos de clasificacion como la siguiente:

Tabla 1. Clasificacion del suelo de acuerdo con su grado de salinidad.

Clasificacion Caracteristicas

No salino CE < 2 dS/m. No se afecta el rendimiento de ningun cultivo.

Ligeramente 2 < CE < 4 dS/m. Los cultivos sensibles rinden méas del 50%, pero

salino menos del 85%

Moderadamente 4 < CE < 8 dS/m. Los cultivos moderadamente sensibles rinden méas

salino del 50%, pero menos del 85%

Salino 8 < CE < 12 dS/m. Los cultivos moderadamente sensibles rinden
mas del 50%, pero menos del 85%
Muy salino CE > 12 dS/m. Los cultivos moderadamente tolerantes y plantas
haléfilas
Fuente: (Villafafie, 2000).




La salinidad en el mundo

Wicke etal. (2011) determinaron la extension global de tierras salinizadas que incluye
suelos salinos y sodicos, de origen natural y/o inducida por el hombre, donde encontraron
alrededor de 1128 millones de hectareas afectadas. De esta extension el 60% corresponde a
suelos salinos, el 26% a sodicos y el 14% a salino-sédicos. Por otro lado, se ha reportado
que mas de ochenta millones de hectareas de areas cultivables han sido afectadas por este
problema (Gabriel et al., 2012), y que méas de un tercio de los sistemas bajo riego del

mundo se vieron afectados por anegamiento y o la salinizacion del suelo (Singh, 2015).

En Centroamérica, Wicke et al. (2011) reportaron alrededor de 5 millones de hectéreas
afectadas por este problema. En el caso de Costa Rica, se sabe que existen suelos afectados
por salinidad, pero no se tiene un estudio que haya determinado areas totales afectadas. A
traves de diversos medios locales se informa de afectaciones en la costa pacifica como
incremento en la erosion de las playas, mareas cada vez mas altas e inundaciones mas
frecuentes. Haciendo alusion a ciertas comunidades en cantones como Puntarenas o
Garabito, principalmente, las cuales verian afectadas sus actividades producto de un
incremento en el nivel de mar. Por este motivo, muchas de estos lugares sufririan

incrementos en la salinizacion de sus suelos.

Entrada de iones de Na* y CI" a las plantas

La absorcion de iones Na* y CI" en las plantas puede darse de manera apoplastica o
simpléastica (Figura 1). La via apopléastica en arroz es responsable de al menos un 50% del
total de Na* absorbido y el otro 50% se debe a la via simplastica. En esta Gltima, diferentes
proteinas transportadoras localizadas en la membrana plasmatica del parénquima del xilema
como AKT, HKT2, NSCC, PIP2;1, NHA, LCT1, HAKS5 pueden estar involucradas en la
absorcion de Na* a través de la membrana plasmatica. En el caso del CI, un 50% de total
absorbido se debe a la via apoplastica y otro 50% se debe a la via simplastica mediada por
el co-transportador NRT (Isayenkov & Maathuis, 2019).



PIP21 NHA  LCT1 HAKS Casparian Stl’ip

Epidermis Cortex Endodermis Pericycle Xylem
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Figura 1. Representacion esquematica de las posibles vias de transporte del Na+y Cl-y su
distribucidn celular y de larga distancia (Isayenkov & Maathuis, 2019).

Una vez que estos dos iones entraron al citoplasma celular existen diferentes
transportadores que se encargan de secuestrarlos en la vacuola y otros transportadores se
encargan de redistribuirlos en el xilema para ser depositados en los diferentes 6rganos de la

planta (Figura 1).
Efectos de la salinidad en las plantas

Las plantas, por su comportamiento ante la salinidad, se pueden dividir en dos grupos: las
sensibles que se conocen como glicofitas y las haldfitas que pueden tolerar ambientes
salinos (Tuteja et al., 2011).

La salinidad afecta a las plantas principalmente por dos motivos. El primero es un problema
osmotico, debido a que elementos que componen las sales como por ejemplo el Na* son
altamente higroscopicos lo cual provoca que atrapen moléculas de agua y esto disminuye el
potencial hidrico (Martinez et al., 2011). El segundo se considera un problema io6nico
porque provoca toxicidad debido a la acumulacion de iones en las células (Pernis &
Sanchez, 2015).



Las sales son absorbidas por las raices, lo cual produce una disminucién en la absorcion de
agua y nutrientes del suelo (Bronwyn et al., 2007). Esta absorcion puede provocar la
formacién de especies reactivas con el oxigeno que provoca en la planta un proceso de

estrés oxidativo (Pernis & Sanchez, 2015).

Efectos de la salinidad en el cultivo de arroz

Muchos de los cultivos de importancia agronomica del mundo, incluyendo el arroz, son
sensibles a la salinidad y su rendimiento se reduce drasticamente cuando son cultivados en
suelos salinos. Segun Asch & Wopereis (2001), por encima de los 2 dS/m cada incremento
de 1 grado de CE reduce hasta en 1 tonelada el rendimiento por hectarea. Existe un umbral
para la reduccion de rendimiento por efecto de la salinidad, el cual es de 3 dS/m de
conductividad eléctrica del suelo, con 90% de pérdida del rendimiento a 10 dS/m. El arroz
es relativamente tolerante a las sales durante la germinacion, el ahijamiento, y hacia la
madurez; pero es sensible durante los comienzos de las plantulas, la floracién y el llenado
de los granos (FAO, 2012).

Diversos autores han reportado los efectos negativos de la salinidad en el cultivo de arroz
como: baja sobrevivencia después de la germinacion (Cabalceta & Cordero, 1991),
afectaciones en la tasa de crecimiento de raices y parte aérea, dificultad del mecanismo
fotosintético y formacion de macolla (Morales et al., 2004), esterilidad (IRRI, 2020)
dimensiones del grano y contenido de amilosa (Rao et al., 2013), entre otros. Los sintomas
visuales del estrés de la salinidad son area foliar reducida, aspecto blanquecino de hojas
mas bajas, muerte de la extremidad de hoja y balanceo de la hoja (Bado et al., 2016). Por
estos motivos resulta de suma importancia establecer alternativas para contrarrestar estos

efectos producidos y mejorar las condiciones en las cuales se desarrolla este cultivo.

Tolerancia a la salinidad

La habilidad de las plantas para crecer en un ambiente con altas concentraciones de NaCl
estd asociado con la habilidad de esta para transportar, compartimentar, extruir y movilizar
iones de Na* (Tuteja et al., 2011).
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Las plantas, segiin SEFV (2016), evitan la intoxicacion por Na+ de tres formas:

- Durante la absorcion en las raices discriminando eficientemente el Na+ del K+
- Excluyendo el Na® del citoplasma mediante la expulsion hacia el suelo o
secuestrandolo en la vacuola.

- Redistribucion a los diferentes érganos de la planta.

Los criterios para evaluar la tolerancia a la salinidad en las plantas cultivadas varian
dependiendo del nivel y la duracién del estrés salino y la etapa de desarrollo de la planta.
En general, la tolerancia al estrés salino se evalta en términos de produccion o rendimiento

de biomasa en comparacion con las condiciones sin estrés (Bado et al., 2016).

La tolerancia a la salinidad es un fendmeno complejo, que comprende cambios
morfoldgicos y de desarrollo, en estrecha relacion con los principales procesos fisiologicos

y bioguimicos que operan en las plantas (Reyes et al., 2008).

Los mecanismos fisioldgicos que juegan un papel importante en el mantenimiento de la
capacidad de produccion de un genotipo no son los mismos que contribuyen a la tolerancia
a concentraciones de sal extremadamente altas (Bado et al., 2016). Por su parte, Reyes et al
(2008) hace referencia a estos mecanismos que explican la capacidad de las especies

vegetales para tolerar el estrés por sales, los cuales se mencionan a continuacion:

1- El ajuste osmdtico: ligado a la sintesis de solutos organicos como la prolina, los cuales
ayudan a estabilizar la estructura cuaternaria de las proteinas involucradas y algunos sirven

de receptores de radicales libres formados por la acumulacion de iones en las células.

2- Exclusidn de iones a nivel radicular: la exclusion de iones a nivel radicular y la retencién
de iones en las vacuolas de las raices en crecimiento y en los diferentes drganos, permiten

que las plantas toleren concentraciones extracelulares muy elevadas de sales.

3- Retencion de iones Na* en las vacuolas es una estrategia para disminuir las

concentraciones de sodio en el citosol.

4- La eliminacion del exceso de sales a través de glandulas o estructuras especializadas
como los pelos vesiculares o eliminacién de sales mediante la regulacion de la caida de sus

hojas y en casos extremos de sus frutos.
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Genes involucrados en la tolerancia a salinidad

El Dr. Navarro aclara que ciertos genes denominados mayores estan relacionados a
proteinas que tienen que ver en la sintesis sustancias para la regulacion del potencial
osmotico como la prolina y los otros denominados menores estan relacionados a procesos
metabdlicos que producen la tolerancia. (W. Navarro, comunicacion personal, 25 de junio
de 2020).

Se han identificado méas de 300 genes inducidos por este tipo de estrés y méas de la mitad de
los genes inducidos por sequia también son inducidos por salinidad, lo que indica la
existencia de una interseccion aparente entre las respuestas a la sequia y a la salinidad
(Garcia et al. 2013). La sequia y el estrés salino activan diferencialmente la expresion de
dos genes de P5CS: AtP5CS1 (At2g39800) y AtP5CS2 (At3g55610). AtP5CS1 es
responsable de la acumulacion de prolina durante el estrés salino y la sequia. La expresion
de AtP5CS1 es activada por una via de traduccién de sefiales dependiente de acido
abscisico (ABA) y modulada por la luz y los brasinoesteroides. La transcripcion de
AtP5CS2 es ligeramente elevada por el estrés salino e inducida por bajas temperaturas a

través del factor de transcripcion CBF3 (Reyes et al., 2008).
Mejoramiento genético para tolerancia a salinidad

Los primeros trabajos en tema de mejoramiento realizados por el Instituto Internacional de
Investigacion del Arroz (IIRI) en los afios 60’s revolucionaron las metodologias de
mejoramiento en el cultivo, propiciando la gran cantidad de variedades que conocemos en
el mundo (Jennings et al., 1981). Las metodologias utilizadas se han hecho cada vez méas
sofisticadas, desde la simple seleccion ejercida en forma visual por el hombre hasta las
nuevas estrategias de creacion de variacion (hibridacién, ADN recombinante), seleccion,
evaluacion y multiplicacion de los genotipos deseados (Ahloowalia & Maluszynsky, 2001,
Mba, 2013).

El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) recopil6 una serie de metodologias
usadas para el mejoramiento del arroz, en su mayoria llevadas a cabo por el Instituto
Internacional de Investigacion del Arroz (IRRI) en Filipinas. Ellos establecen una serie de

procedimientos para la seleccion de lineas tolerantes a salinidad, en la cual hace constar que
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la tolerancia para arroz debe ser evaluada con una conductividad eléctrica de 8 — 10 dS/m o
superior, durante las primeras cuatro semanas después del trasplante (Jennings et al., 1981).
Este lapso de tiempo coincide con el periodo de plantula a la formacion de los primeras

macollas en la mayoria de las variedades (Jennings et al., 1981; FAO, 2012).

Los genotipos tolerantes usualmente se suelen evaluar fenotipicamente, para lo cual Bado

et al (2016) menciona algunos parametros que se pueden tomar en cuenta:

- Germinacion: la sobrevivencia a ese estrés en este periodo es un buen indicador; sin
embargo, no suele asociarse con la tolerancia a la salinidad en etapas de crecimiento
subsiguientes.

- Sobrevivencia: se considera como el principal indicador de tolerancia, si el individuo
logra sobrevivir al estrés.

- Dafio de la hoja: es facil de identificar ya que se presenta blanqueo y necrosis en las
hojas.

- Biomasa y rendimiento: necesarios para realizar las evaluaciones en cualquier estado de
desarrollo.

- Mecanismos fisioldgicos: estos pueden incluir medidas de contenido de sodio en el

tejido, discriminacion ionica y ajuste osmotico.

Al respecto, diversos autores sugieren tres parametros minimos para realizar la seleccion
para estrés salino. Uno corresponde a la etapa fenologica adecuada que usualmente
corresponde al periodo de plantula (desde la germinacion hasta la formacion del primer
hijo) (Glenn et al., 1997), otro es el nimero de dias en estrés (12 dias minimo) y el otro es

la conductividad eléctrica (alrededor de 8 — 10 dS/m).

Investigadores evaluaron cultivares y mutantes de arroz utilizando suelo salino como medio
de aporte de sales, tal es el caso de Sultana et al. (1999), Ali et al. (2013), Piedra et al.
(2013), Cahyoargo et al. (2015), Abdallah et al. (2016) y Krishnamurthy et al. (2016). Sin
embargo, no coinciden en cuanto a la concentracion de las sales que utilizan, variando
desde 2.5, 3, 5, 6, 8, 10, 12 hasta los 20 dS/m. También varian los periodos de exposicion al

estrés, encontrandose inicios que van desde los 7, 15, 21, 30 y 90 dias.
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Otros implementaron el uso de la hidroponia como método alternativo al suelo Dionisio &
Tobita (2000), Morales et al. (2004), Suarez & Gonzalez (2004), Li et al. (2014) y Nath et
al. (2016). Pero, aun asi, siguen presentando las mismas inconsistencias en cuanto a los
métodos utilizados, concentraciones y periodos de exposicion al estrés. Esto sugiere que
aun las metodologias para seleccionar plantas de arroz tolerantes a salinidad no se
encuentran perfeccionadas o estandarizadas a nivel mundial, lo cual representa un motivo
de duda sobre las técnicas a utilizar si se desea optar por mejorar el cultivo para este tipo de
problema.

A pesar de que el uso del suelo podria representar una buena forma de aportar estrés salino
para la planta ya que representaria la forma natural en la cual se desarrolla el cultivo. Se
sabe que la salinidad en este es muy dindmica, la cual varia horizontal y verticalmente y a
lo largo del tiempo (Bado et al., 2016). Por esto, las metodologias que utilicen suelo para
investigaciones podrian tener cierto sesgo que comprometa el resultado final. Por lo que los
sistemas hidropdnicos para este tipo de evaluaciones se plantean como una solucion a estos

inconvenientes.

Induccion de mutaciones

Una mutacion es un cambio heredable en la composicién genética de un individuo que
genera nuevas caracteristicas. Estas mutaciones ocurren en la naturaleza como un error en
la replicacion del ADN. Los individuos que han modificado su ADN y ahora posee nuevas
caracteristicas se le conoce como mutante. Sin embargo, esto no es nuevo ya que se sabe
que a partir de 1930 se descubrié que los rayos X producian mutaciones cloréticas en

cebada, maiz, trigo y avena (Geraldino, 2012).

Las mutaciones se llevan a cabo de manera espontanea o inducida y suelen producir
deleciones, inversiones o translocaciones a gran escala de cromosomas 0 mutaciones
puntuales (IAEA, 2020a). Sin embargo, la técnica de induccion de mutaciones, por
radiacion, utiliza la misma estructura genética de la planta para provocar cambios genéticos
maés rapidos, imitando el proceso de mutacién espontanea natural. Estos cambios generan
variabilidad genética que por medio de la seleccion del mejorador se convierten en nuevas

variedades con caracteristicas favorables distintas a la variedad original (IAEA, 2020b).
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En un reciente informe, el Organismo Internacional de Energia Atomica (IAEA por sus
siglas en inglés) reporta noticias alentadoras sobre los ultimos 10 afios acerca del uso de
variedades obtenidas por esta técnica como el caso de Vietnam donde repartid, a cerca de
4,5 millones de agricultores, 18 variedades de arroz (algunas tolerantes a suelos salinos)
generando ingresos de 374 millones de ddlares. Otros casos como Peru (cebada y amaranto)
aportando 32 millones de dodlares, Bangladesh donde hacen uso de unas 76 cultivos
mejorados, Malasia con incrementos en los rendimientos de arroz por el uso de la variedad
NMR152 (IAEA, 2018).

Segun la base de datos del IAEA se encuentran registradas un total de 4871 variedades de
diferentes cultivos generadas por esta técnica en las cuales 1673 fueron generadas por rayos
gamma. De todos estos cultivos, a la fecha, se han registrado 833 variedades de arroz
obtenidas por diferentes agentes mutagénicos. En dicha base ofrecen descripciones
generales de cada variedad donde explican, entre otros aspectos, las caracteristicas
mejoradas e impacto de cada una de ellas (FAO/IAEA, 2020).

La induccion de mutaciones en arroz ha sido usada para la creacién de variedades que,
mediante la seleccion natural, llevaria mucho tiempo en obtenerlas; por ejemplo: resistencia
a Pyricularia oryzae (Montepeque et al., 1991; Cruz et al., 1992;) tolerancia a sequia
(Cristo et al., 2012; Gonzélez & Martinez, 2016), enanismo, plantas con mayor produccion
y resistencia a herbicidas (CIAT, 2010) y tolerancia a salinidad (Hernandez, 2001; Suarez
& Gonzalez, 2004).

Agentes mutagénicos

Existen distintos tipos de agentes los cuales provocan que las mutaciones ocurran mas

rapido. Los mas comunes son los siguientes:

- Los quimicos, tienen la capacidad de ocasionar inestabilidad en la molécula del
ADN cambiando las bases nitrogenadas y esto provoca errores en el apareamiento,
pero dando mutaciones puntuales sobre el ADN (IAEA, 2020). Se incluyen agentes
alquilantes como ifosfamida o melfalan. Otros como el gas mostaza, etilmetano

sulfonato y el &cido nitroso provocan errores en futuras replicaciones del ADN, por
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ejemplo que convierte la citocina en uracilo y la adenina en guanina (Landero,
2006).

- Los fisicos, que tienen la capacidad de liberar energia ionizante y suelen producir
cambios cromosdmicos y deleciones en el ADN de mayor envergadura aumentando
la tasa de mutacion natural de 1000 a 1 millon de veces (IAEA, 2020); pero difieren
en cuanto a la energia desplegada, la penetracion y el peligro para los operadores.
Dentro de ellos encontramos a los rayos X, rayos gamma, luz ultravioleta, particulas
alfa, particulas beta, aceleradores de particulas, neutrones, haz de iones e

implantacion con haz de iones, radiacion cosmica y rayos laser (FAO/IAEA, 2018).

Los rayos X, los rayos gamma y los neutrones son radiaciones ionizantes efectivas muy
utilizadas para crear nuevas variedades con caracteristicas nuevas, ya que ofrece algunas
ventajas sobre la seleccion natural. EI uso de las mutaciones en la agricultura presenta un
particular interés para variar caracteres heredables de variedades que sucumben a

determinado agente bidtico o abidtico (Zamora, 2014).

Rayos gamma

Los rayos gamma son un agente mutagénico fisico que produce radiacion de tipo ionizante
en el cual los atomos inestables de un elemento proporcionan particulas de energia
llamadas radioisétopos (Hernandez et al., 2019). Estos radioisotopos cuando sufren la
desintegracion nuclear liberan energia en longitudes de ondas electromagnéticas cortas

entre 101 — 10 m para convertirse en su forma natural mas estable (Fontal, 2005).

Por ejemplo, el elemento quimico cobalto en su estado natural Co>® es bombardeado con un
flujo de neutrones, convirtiéndolo en su isétopo radiactivo Co®® el cual emite fotones de
alta energia. Estos fotones son particulas carentes de masa que transportan energia a
diferentes longitudes de onda producto de la liberacion de protones del Co® al
desintegrarse y convertirse en Co® (Albarran et al., 2017).

La radiacion se conoce como ionizante porque la energia producida por este radioisétopo es
capaz de desalojar electrones de las Orbitas nucleares de los atomos cercanos,

convirtiéndolos en iones. Interactda en todos los organulos de la célula, incluyendo el
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nucleo, causando diversos tipos de lesiones fisico-quimicas afectando procesos como la

division celular, metabolismo o causando la muerte (Hernandez et al., 2019).

Puede interactuar en la célula de dos formas (Figura 2), ya sea indirectamente al formar
especies reactivas con el oxigeno o directamente al afectar la molécula del ADN generando
rupturas simples o dobles. Estas Gltimas, al llevar a cabo su mecanismo de reparacion,
pueden producir errores como deleciones, inserciones e inversiones en los sitios de

reparacion que causan las denominadas mutaciones (Hernandez et al., 2019).

Accion Directa

Figura 2. Mecanismo de accién de la radiacion ionizante (rayos gamma) en la molécula del
ADN. Real (2014)

Este tipo de radiacion tiene muchos usos, afios atras fue utilizada con fines militares, pero
también se encuentran otros como la esterilizacion de materiales valiosos en la industria
alimenticia y médica. Uno particular, muy importante, corresponde a la irradiacion de
especies vegetales para inducir variabilidad genética. Se sabe que desde la década de los 60
los rayos gamma se han convertido en el agente mutagénico preferido con el cual se
irradian semillas u otros propagulos (polen, esporas, esquejes) utilizando preferentemente el
cobalto 60 (IAEA, 2020).

Sin embargo, el uso como tal de esta radiacion se realiza aplicando sobre el material
objetivo dosis especificas de radiacion que son determinadas a través de una dosimetria de
radiosensibilidad sobre el material vegetal. Estas dosis se expresan como la cantidad de

energia absorbida en joule por kilogramo de material irradiado. La unidad que representa
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esta energia absorbida se conoce como Gray (Gy) y estd dada en unidad de tiempo
(Albarran et al., 2017).

Existe una nomenclatura asociada a materiales vegetales y sus subsecuentes generaciones
en la que suele utilizarse una M en alusion a que corresponde a un material mutante y se
acompafia por un numero que puede ser 0, 1, 2, 3 0 mas, para indicar cuantas generaciones
han pasado desde el momento de radiacion. Por ejemplo, en el caso de semillas élite
seleccionadas para radiacion se conocen Mo, una vez irradiadas se les llama Ms. Estas
semillas M1 produciran plantas adultas, las cuales a su vez producen semillas denominadas
M. y asi sucesivamente (FAO/IAEA, 2018).

Una particularidad de esto es que las posibles mutaciones inducidas en la M1 y que son de
caracter recesivo no muestran caracteristicas fenotipicas distintas de la Mo. Cuando ocurre
la recombinacion durante la meiosis, esas mutaciones inducidas en estado recesivo
empiezan a manifestarse a partir de la generacién M a partir de la cual se puede hacer
seleccion (FAO/IAEA, 2018).

Induccion de mutaciones en Costa Rica

En Costa Rica, la liberacion oficial de CAMAGO 8 en 1996, variedad de arroz con
resistencia a Pyricularia oryzae obtenida por radiacion gamma, demostro la capacidad de
nuestro pais de utilizar las técnicas de induccion de mutaciones para la creacion de nuevas
variedades de arroz. No solo en busqueda de resistencia o tolerancia a factores bioticos o
abidticos, sino para mejorar rendimientos y plantas con caracteristicas deseables de acuerdo

a las necesidades de nuestro pais (Navarro, n.d.).

Es claro que el incremento en la produccion basada en el uso de fertilizantes y compuestos
quimicos para el combate de plagas, enfermedades y malezas, la rotacion de cultivos y el
uso de maquinaria agricola especializada no sera suficiente (Ahloowalia y Maluszynsky
2001). Por lo que la creacion de nuevas variedades con caracteristicas agronomicas
deseables constituye una via importante para hacerle frente a los nuevos retos. Y la técnica
de induccion de mutaciones constituye una herramienta eficiente para lograr avances

importantes no solo en el cultivo de arroz, sino también en todos aquellos que lo requieran.
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MATERIALES Y METODOS

Fases de la investigacion

La investigacion se realizé en tres fases:

1- Generacion en campo de una poblacion segregante (M2) de arroz a partir de semillas
irradiadas con Co®.

2- Determinacion de la dosis letal media (DL50) de cloruro de sodio (NaCl) en

plantulas de arroz en un sistema hidropénico.
3- Seleccion de mutantes promisorios tolerantes a salinidad en hidroponia.

Localizacion

Esta investigacion se llevo a cabo en tres sitios de trabajo. La siembra de la semilla
irradiada (M1) se hizo en la Estacion Experimental Enrique Jiménez Nufiez del Ministerio
de Agricultura y Ganaderia (MAG), la cual se ubica en el canton de Cafas, provincia de
Guanacaste, a 86°08” longitud oeste 10°20° latitud norte. A una altura de 10 msnm con una
precipitacion promedio es de 1700 mm anuales y una temperatura promedio de 28 grados

centigrados.

La determinacion de la DL50 y la primera seleccion de plantulas tolerantes se realizaron en
un invernadero de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Costa
Rica (UNA), ubicada en la provincia de Heredia a 86°08” longitud oeste 10°20’ latitud
norte a una altura de 1155 msnm. La precipitacion promedio es de 1700 mm anuales y una

temperatura promedio de 28 grados centigrados.

Por ultimo, el desarrollo de las plantas seleccionadas y la segunda seleccion se situd en la
Finca Experimental Santa Lucia de la Universidad Nacional. Situada en Santa Lucia de
Barva de la provincia de Heredia entre las coordenadas 84°06° longitud oeste y 10°01°
latitud norte. A una altura de 1350 msnm con una temperatura de 21 grados centigrados y

86% humedad relativa.
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FASE 1: Generacion de una poblacién segregante (M2) de arroz a partir de semillas

irradiadas con Co®.

Material genético

Se utiliz6 una muestra de 1,5 kg de la semilla My irradiada a 400 Gy.

Preparacion del terreno

Se prepard una parcela de 273 m?, se realizaron dos pases de rastra para desmenuzar el
suelo. Se hizo una minima nivelacion mecanica para la distribucion del riego y con la
utilizacion de maquinaria se realiz6 un bancal para mantener el cultivo inundado durante su

ciclo productivo.

Siembra
La siembra fue realizada de forma manual a chorro, con una densidad de siembra de 55

kg/ha. Se sembraron surcos de 21 metros de largo y 30 cm entre surcos.

Manejo

El manejo de las plantas se efectud de acuerdo con la metodologia del Instituto Nacional de
Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Costa Rica para la
produccion de semilla. Ademas, fue necesario colocar una proteccion para el ataque de

pajaros, por lo cual se utilizé malla de proteccion colocada antes de la floracion.

Cosecha

La cosecha de la semilla se realiz6 de forma manual (Figura 3). Se cosechd con una
humedad del 18% y se seco al sol hasta alcanzar 12% de humedad. Posteriormente se
limpié y se trasladé a la Universidad Nacional (UNA), en donde se almacend en una
camara de semillas (5°C y 50% HR) en el Laboratorio de Recursos Fitogenéticos de la

Escuela de Ciencias Agrarias (ECA).
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Figura 3. Cosecha de la semilla segregante M,. Estacion Experimental Enrique Jiménez
Nufez. Cafias, Guanacaste. A (Corta), B (Aporrea), C (Limpieza), D (Transporte).
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FASE 2: Determinacién de la dosis letal media (DL50) de NaCl en plantulas de arroz

CR5272 en sistema hidroponico.

Material genético

Se utilizaron semillas de la variedad CR5272 sin irradiar.

Tratamientos

Se contd con 11 tratamientos (Tabla 2). Los cuales consistieron en modificar la
conductividad eléctrica de la solucion nutritiva afiadiendo una cantidad conocida de NaCl,
sal comun, en diferentes cantidades. Se prepard las soluciones salinas siguiendo las
especificaciones de Bado et al (2016).

Tabla 2. Tratamientos y conductividad eléctrica en la determinacion de la DL50 de
salinidad en el cultivo del arroz (Oryza sativa).

Tratamientos Conductividad eléctrica (dS/m) Gramos de sal/L
1 (Testigo) 1,17 (solucion Yoshida) 0
2 2 0.42
3 4 1.22
4 6 2.56
5 8 3.66
6 10 4.78
7 12 5.92
8 14 7.08
9 16 8.26
10 18 9.46
11 20 10.96

*pH a 5.0 y 5.5 regulado por acido clorhidrico (HCI)
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Preparacién del medio hidropoénico

Se utilizo la solucion nutritiva para arroz descrita por (Yoshida et al., 1976) (Tabla 3). Esta
fue preparada en un recipiente de 50 litros en el cual se mezclaban las soluciones madre a
razon de 1,25 mL por litro de solucion preparada. La preparacién consistié en mezclar y
agitar una por una las soluciones con forme se llenaba el recipiente hasta completar el
volumen requerido, de manera que todos los tratamientos contenian la misma cantidad de
nutrientes. Al finalizar de preparar el volumen deseado, se evaluaba el pH y se ajustd entre
5.0 y 6.0, utilizando acido clorhidrico 1 normal (Figura 4A). Luego de corregir el pH, se
llenaban con la solucién preparada los recipientes de los testigos que no requerian salinidad
(Figura 4C).

Posteriormente, se tomaba del recipiente una cantidad conocida de la solucién preparada y
se modificaba con sal hasta llegar a la CE requerida. Luego se llenaban con esta solucion
nutritiva salina los recipientes de cada tratamiento (Figura 4B). El pH y CE de la solucién
nutritiva fue monitoreada y corregida con ayuda de pHmetro de la marca Extech.y modelo
PH100/PH110 (Figura 4A).

Tabla 3. Reactivos utilizados para preparar las soluciones madre de Yoshida para arroz.

Stock  Nombre Nomenclatura Cantidad/L

1 Nitrato de amonio NHsNO3 9149

2 Fosfato de sodio hidratado NaH2PO4H,0 40,3 ¢

3 Sulfato de potasio K2SO4 71449

4 Cloruro de calcio dihidratado CaClz 2H0 117,33 ¢

5 Sulfato de magnesio heptahidratado  MgSO4 7H20 324 g
Cloruro de manganeso MnCl; 4H,0 159
Molibdato tetrahidratado de amonio  (NHas)s M07024 4HO 0,074 g
Acido bérico H3BOs3 0,934 g
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0O4 7TH20 0,035¢

° Sulfato de cobre pentahidratado CuSQO4 5H20 0,031g
Cloruro de hierro hexahidratado FeCls 6H.0 7,79
Acido citrico CeHsO7 11,9 g
Acido sulfdrico 1 M HzS04 2,77 mL
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Figura 4. Proceso para la preparacion de la solucion nutritiva A: recipiente de la solucién y
correccion de pH. B: recipiente para administrar la solucion a cada tratamiento. C:
aplicacion de los tratamientos. D: siembra de semillas.

Siembra de semillas

La siembra se realiz6 en recipientes de plastico de 350 mL de capacidad de color oscuro
para evitar proliferacion de algas (Figura 4D). Las semillas fueron colocadas sobre laminas
de estereofén de una pulgada de grosor con dimensiones de 7 cm X 7 ¢cm con un espacio
interior de 3 cm x 3 cm. Como soporte de las semillas se utiliz6 malla de nylon de 70%.
Cada recipiente fue llenado de manera que las semillas estuvieran siempre en contacto con

la solucidn nutritiva (2 a 3 milimetros sobre las semillas).

Manejo del cultivo
Posterior a la siembra las semillas estuvieron 8 dias en oscuridad para su germinacion.

Finalizado este periodo todos los tratamientos se pusieron a la luz natural y se le realizaron
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cambios de solucion nutritiva cada tres dias. La evaluacién se realizo a los 21 dias después

de la siembra.

Disefio experimental
Se implement6 un disefio irrestricto al azar con 3 repeticiones por tratamiento y 40 semillas

por repeticion.

Variables a evaluar
Se evalud la germinacién a los 7 dias después de la siembra, sobrevivencia a los 21 dias, la
longitud del tallo (de la base del tallo al apice de la hoja més larga), longitud de raiz (de la

base del tallo a la parte mas distal de la raiz mas larga) y el nimero de hojas.

Andlisis de datos

La determinacion de la DL50 fue realizada mediante el analisis de la dosis respuesta por
medio de un modelo de regresién no lineal utilizando R. Para todas las variables se realiz6
un analisis de variancia y posteriormente se realiz6 una prueba de LSD de Fisher (p<0,05)

para realizar comparaciones entre medias en InfoStat.
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FASE 3: Seleccién de mutantes promisorios tolerantes a salinidad en hidroponia.

Esta fase consistio en cultivar el material M2 durante todo su ciclo de cultivo con la técnica
de la hidroponia. Para seleccionar mutantes tolerantes de susceptibles se cultivaron en una
solucion nutritiva con alta CE, por adicion del NaCl, en dos momentos de su ciclo. Desde el
dia 0 hasta los 21 dias y en prefloracion durante 25 dias, seguidos por periodos de

recuperacion con una solucién nutritiva sin sal.

Para esta fase lo primero que se hiso fue implementar un sistema de seleccién hidropénico

que permitiera el desarrollo adecuado de las plantas, el cual se describe a continuacion.

Descripcion del sistema hidropdnico:

Se construyeron dos sistemas hidropénicos, uno para la seleccién individual de plantulas
tolerantes a y otro para el desarrollo de plantas seleccionadas hasta la cosecha. Estos se
ubicaron en dos invernaderos, uno en la Escuela de Ciencias Agrarias y el otro en la Finca
Experimental Santa Lucia respectivamente. Basicamente consisten en un sistema
hidroponico tipo raiz flotante sin retorno y sin aireacion, donde las raices de las plantas de
arroz estan en contacto directo con la solucion nutritiva. Debido a que ambos comparten

similitudes en su disefio. A continuacion, se describe cada una de sus partes.

Bandejas para siembra hidropdénica

Se utilizaron bandejas de plastico con dimensiones externas de 73 cm de largo, 42,5 cm de
ancho y 19,5 cm de altura; y dimensiones internas de 69,5 cm de largo, 39 cm de ancho y
18 cm de altura (Figura 5). A cada bandeja se le hizo una salida para el drenaje en la

esquina inferior izquierda.
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Figura 5. Bandejas utilizadas para implementar el sistema hidropdnico.

Reservorio de solucion nutritiva

Compuesto por un tanque tricapa de 450 litros. Su finalidad consistié en tener la suficiente
capacidad para contener la solucion nutritiva de todas las plantas en una sola preparacion,
de manera que todas contaran con la misma proporcién de nutrientes y no se incurriera en

variaciones en el contenido de estos (Figura 6).

Debido a que la posicion del desaglie se encuentra a un costado del tanque, siempre queda
un remanente de liquido importante. Por lo cual, se le realiz6 una perforacion en la parte
inferior para evacuar la solucion sin dejar remanentes. Ubicando el tanque a 1,5 m de altura
se favorecio la distribucion de la solucion por gravedad (Figura 6).

Figura 6. Reservorio utilizado para la preparacion de la solucion nutritiva.
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Distribucion de la solucion nutritiva

Para distribuir la solucion se utilizé tuberia poliducto de media pulgada, construyendo una
linea principal de riego sobre un costado de las bandejas (Figura 7). Sobre esa linea se
adaptaron conexiones de poliducto que conducian la solucién nutritiva hacia las bandejas.
La entrada de la solucion se construy6 de manera independiente para cada bandeja.

Figura 7. llustracion general del sistema de distribucion de la solucion nutritiva.

Evacuacién de la solucién nutritiva

Se utilizo tuberia pvc de media pulgada para descartar la solucién nutritiva de desecho. Se
conectaron todos los drenajes a nivel del suelo del invernadero, el cual posee una pendiente
del 3%. Todos los drenajes se conectaron a una tuberia principal que desagua la solucion

fuera del invernadero (Figura 8).
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Figura 8. lustracion general del disefio construido para el drenaje.

Soporte de las plantas

Una vez construido el sistema hidropdnico se implementd un sistema de soporte para las
plantas, el cual estaba compuesto por laminas de estereofon de 1 %2 pulgada adaptadas a las
dimensiones internas de las bandejas. Se utilizaron 4 tipos de soporte (Figura 9), los cuales

variaron de acuerdo con el estado de desarrollo de las plantas.

Figura 9. Diferentes soportes utilizados para el crecimiento de las plantas. A: 3600 semillas.
B: 24 plantulas. C: 12 plantas. D: 6 plantas.
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Una vez implementado el sistema hidropénico con sus variantes se inici6 con el proceso de
seleccion de mutantes candidatos tolerantes al estrés salino, el cual se hizo en dos
momentos de presion de seleccion. A continuacion, se describe cada uno de esos

momentos:

PRIMERA SELECCION
Material genético

Se utilizaron las semillas segregantes de una poblacion M; irradiadas a 400 Gy y semillas

sin irradiar en ambos casos de la variedad CR5272.

Tratamientos
Se conto con un total de tres tratamientos: dos en solucidn nutritiva salina, mas un testigo

con solucion nutritiva sin sal (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos en la seleccion de materiales tolerantes a salinidad.

Tratamiento Material genético Irradiacion (Gy) CE (dS/m) N° de semillas
1 M2 400 Gy 14 9450
2 CR5272 0 14 1350
3 CR5272 0 1.17 3600

Primer periodo de estrés salino

El material M2 y CR5272 con sal fueron estresados por salinidad modificando la CE de la
solucion nutritiva a 14 dS/m, utilizando sal comun (NacCl), desde la siembra hasta que las
plantulas cumplieron 21 dias de edad. El tratamiento CR5272 sin sal fue cultivado en

condicion normal durante todo su ciclo.

Preparacion de la solucion nutritiva

La solucion nutritiva fue preparada en un reservorio de 450 litros de capacidad y en el cual
se mezclaban las soluciones madre a razén de 1,25 mL por litro de agua preparada. La
preparacion consistié en mezclar y agitar una por una las soluciones con forme se llenaba el
reservorio hasta completar el volumen requerido. Al finalizar la preparacion, se evaluaba el
pH y se corregia entre 5.0 y 6.0 utilizando acido clorhidrico 1 normal. Luego de corregir el
pH, se llenaba con la solucién normal la bandeja del testigo no salino.
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Posteriormente, la CE de la solucion nutritiva restante en el reservorio fue modificada con
sal hasta llegar a los 14 dS/m. Luego de modificarla, se llenaban con esta solucion las
bandejas de los tratamientos que requerian estrés salino.

Siembra
La siembra se realizé utilizando el soporte para plantulas, con una densidad de 150 semillas

por cada compartimento para un total de 3600 semillas por bandeja (Figura 10).

Figura 10. Proceso de siembra de los tratamientos para la seleccién individual de materiales
tolerantes a salinidad.

Manejo del cultivo

Posterior a la siembra, todas las semillas fueron tapadas durante 8 dias por una cubierta
oscura para favorecer germinacion. Finalizado este periodo, todas las semillas se pusieron a
la luz natural y se le realizaron cambios de solucién nutritiva cada tres dias hasta cumplir
los 21 dias de edad. Cumplido este periodo de 21 dias bajo estrés, se procedié a realizar la
seleccion de los mutantes promisorios y posterior a esto, fueron rescatadas y cultivadas en

solucion nutritiva normal hasta el siguiente periodo salino.

Disefio experimental

Debido a la naturaleza del material segregante, no es posible hacer replicas,
aleatorizaciones, blogues o algun otro tipo de disefio ya que cada semilla o planta presenta
tedricamente una conformacién genética distinta. Sin embargo, para tener criterio de
seleccion y evaluacion de comportamiento de las semillas y plantas segregantes, se

utilizaron testigos cultivados en solucion nutritiva salinizada y no salinizada.
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En el caso del testigo sin sal se sembraron semillas de la variedad CR5272 en una bandeja
independiente. Para el testigo con sal, dentro cada una de las bandejas con la semilla M;
fueron sembrados 3 compartimentos distribuidos al azar con semilla de CR5272 (Figura
11).

: Solucidn nutritiva salina 14
Solucién normal ds/m

S

A —

B TestiocrRs272. [ | SemittasMy ] Testigo CR5272

Figura 11. Esquema de la distribucion de los tratamientos en las bandejas para la seleccion
individual de plantulas tolerantes a salinidad.

Criterio para la seleccion individual de mutantes M2 con tolerancia a salinidad

Para la seleccion de los mutantes tolerantes se tomo en cuenta una variable cualitativa que
describe la respuesta fenotipica de las plantulas ante el estrés salino. Esta variable llamada
“Grado de Tolerancia” (Tabla 5), es usada para la evaluacion y seleccion de los materiales
tolerantes a salinidad (Bado et al., 2016).

La seleccion comprendio rescatar todas aquellas plantulas M que presentaran
calificaciones entre 1 y 5. En este caso las plantulas del testigo sin sal, al crecer en solucion
nutritiva normal, fueron consideradas como plantulas con un comportamiento de
calificacion 1. En la figura 12 se establece de forma visual plantas segin la escala de

tolerancia a salinidad.
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Tabla 5. Escala de tolerancia a salinidad para la seleccion de plantulas tolerantes.

Calificacion Observacion visual Grado de tolerancia
Crecimiento normal, hojas sin sintomas de

1 L J Altamente tolerante
toxicidad.

Crecimiento casi normal, pero blanqueamiento

3 ocasional en las puntas de las hojas, algunas Tolerante
enrolladas.

5 Crecimiento severamente retardado, hojas mas Moderadamente
enrolladas, poca elongacion de las hojas tolerante
Completa suspension del crecimiento, mayor .

7 P P , y Susceptible
cantidad de hojas secas, plantulas muertas.

Mayor cantidad de plantulas muertas o en .

9 Y P Altamente susceptible

procesos de muerte.

Fuente: (Bado et al., 2016)

Grado 1: Altamente
tolerante

Grado 3: Tolerante

Grado 5:
Moderadamente
tolerante

Grado 7:
Susceptible

AW Grado 9: Altamente
susceptible

Grado 5 Grado 7 Grado 9

Figura 12. Escala de tolerancia a salinidad utilizada para favorecer el proceso de seleccién
individual de plantulas M2 de 400 Gy de esta investigacion.

Variables evaluadas

A cada una de las plantulas, incluyendo testigos, se les determiné el grado de tolerancia,
longitud del tallo (de la base del tallo al &pice de la hoja mas larga), longitud de raiz (de la
base del tallo a la parte mas distal de la raiz mas larga) y el nimero de hojas. Con esto se
generé de forma descriptiva una tabla con los datos obtenidos. En el caso de ambos testigos
CR5272 se generaron promedios de cada uno y para el caso de los mutantes Unicamente se
mostro el dato individual de cada uno. Para esto se utilizd el programa Microsoft Office
Excel 2015.
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SEGUNDA SELECCION
Material vegetal

Se utilizaron los 30 mutantes promisorios seleccionados a los 21 dias, 12 plantulas
seleccionadas al azar del testigo sin sal y 12 plantulas seleccionadas al azar del testigo con

sal. En total se evaluaron en esta segunda seleccion 54 plantas.

Trasplante

Las plantas fueron trasladadas al invernadero de la Finca Experimental Santa Lucia y
trasplantadas a un sistema hidroponico en donde se utilizaron soportes de 24 plantulas por
bandeja.

Manejo

Posterior al trasplante, cuando las plantas fueron creciendo se utilizaron los demas soportes
hasta llegar a 6 plantas por bandeja. Se realizaron cambios de solucién nutritiva sin sal cada
tres dias hasta la prefloracion. Se realizaron 3 aplicaciones de fungicida AMISTAR 50 WG
a dosis de 250 g/ha y 3 aplicaciones de insecticida Diazinon 60 EC a dosis de 0,5 L/ha, no

se realizo6 ninguna fertilizacion a parte de la solucion nutritiva.

Segundo periodo de estrés salino

El testigo CR5272 sin sal continu6 su ciclo de cultivo en condicién normal hasta la
cosecha. El testigo CR5272 con sal y los mutantes promisorios fueron sometidos a una
presion de seleccion en prefloracion, modificando la CE de la solucion nutritiva a 14 dS/m

y este estrés comprendio un total de 25 dias.

Arreglo espacial de las plantas en el invernadero

Los testigos de CR5272 sin sal se mantuvieron juntos en sus respectivas bandejas hasta la
cosecha. Los mutantes y el CR5272 con sal fueron cultivados, desarrollados y estresados
por salinidad en bandejas compartidas, de manera que siempre existiera al menos un testigo
CR5272 con sal creciendo con los mutantes. Para esta etapa se utilizaron un total de 9

bandejas con 6 plantas cada una (Figura 13).
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Figura 13. Distribucion de las plantas mutantes y los testigos en el invernadero en un
sistema hidropdnico.

Variables evaluadas

Comportamiento antes y después de estrés: se evalud la altura y el namero de macollas
de cada planta antes y después del segundo estrés salino. En altura se utilizé cinta métrica
midiendo desde la base del tallo hasta la punta de la hoja o panicula mas alta y se conto el
namero de macollas de cada una.

Duracion de etapas fenoldgicas: se contd el numero de dias de cada planta al llegar a
prefloracion, floracion y cosecha.

Variables postcosecha: realizada la cosecha a cada planta se le midi6 una serie de

variables de rendimiento en las cuales se incluyen:

- Altura de las plantas: se realiz6 en la cosecha.
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- Numero de macollas: se realiz6 en la cosecha.
- Numero de paniculas: se cont6 el niUmero de paniculas de cada planta

- Longitud de paniculas: se midio desde el nudo o anillo ciliar hasta la punta del

grano mas largo.
- Espigas por panicula: se cont6 el numero de espigas de cada panicula de cada planta
- Granos por panicula: se estimo utilizando la siguiente ecuacion

Numero total de granos par planta

Granes per panicula = - -
Numero de paniculas

Granos llenos

Para el caso del testigo no salino, se tomd una muestra de 100 granos de cada planta y se
contd el nimero de granos llenos. Para el caso del testigo salino y los mutantes se contd el

numero de granos que lograron llenar.

- Granos vanos

Se tomaron 3 muestreas de 100 granos de cada planta y se contd el numero promedio

granos vanos.
- Esterilidad: fue estimada con la siguiente ecuacion.

Numero de granos vanos
% Esterilidad = — x 100
Numero total de granoes

Analisis de datos

Se realizd un andlisis descriptivo del comportamiento de cada una de las variables
analizadas a cada uno de los mutantes candidatos seleccionados. Para esto, se establecio
una serie de tablas, figuras y graficos. En el caso de ambos testigos CR5272 se generaron
promedios de cada uno y para el caso de los mutantes Unicamente se mostré el dato

individual de cada uno. Para esto se utilizé el programa Microsoft Office Excel 2015.
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RESULTADOS Y DISCUSION

FASE 1: Generacion de una poblacién segregante (Mz) de arroz a partir de semillas
irradiadas con Co®.

Para desarrollar la poblacion M se utilizé la semilla My de 400 Gy, la cual corresponde a la
DL50 en la cual, de acuerdo a diversas investigaciones, se favorecen las mutaciones
inducidas para caracteristicas deseables (Ambavane et al., 2015). Esta DL50 para CR5272
fue determinada por el programa BIOVERFI en evaluaciones previas. Radiaciones menores
0 mayores a esta provocarian caracteristicas indeseables como estimulacién de procesos
fisiol6gicos no heredables o aberraciones que impiden el crecimiento o incluso provocando
la muerte de plantas (FAO/IAEA, 2018).

Algunos autores han utilizado diferentes dosis de radiacion en el cultivo de arroz para
mejoramiento genético como 150, 250 y 350 Gy (Gonzélez & Pérez, 1997), 345 Gy
(Harding et al., 2012), 150, 300, 450 y 600 Gy (Silvera, 2017); demostrando que distintas
variedades de arroz tienen respuestas variadas a la radiacién, por lo que la dosis de 400 Gy
seleccionada, en las condiciones que fue tratada, podria ser adecuada para esta variedad.

La poblacién Mz se produjo realizando un ciclo de cultivo completo del material M;. Esto
debido a que la mayoria de las mutaciones inducidas en poblaciones M1 son de caracter
recesivo, por lo tanto, el fenotipo mutante no puede ser observado hasta que la mutacién
sea homocigota. Para esto es necesario que los posibles cambios en el ADN, provocados
por la radiacion, sufrieran recombinacion durante la meiosis para tratar que las mutaciones
inducidas presenten una condicion homocigota y logren manifestarse en la siguiente
generacion M, (FAO/IAEA, 2018).

Del area sembrada (273m?) se cosechd un total de 14 kg de semilla M.. Este bajo
rendimiento obtenido en esta investigacion pudo estar asociado a la alta esterilidad
observada en el lote de cultivo. Este comportamiento concuerda con Silvera (2017) donde
reporta incrementos en los porcentajes de esterilidad de plantas My en dos variedades de
arroz irradiadas a diferentes dosis de radiacion gamma. Esto, segin FAO/IAEA (2018), se
debe a que las plantas M1 sufren desordenes fisiologicos como resultado de la radiacion
incluyendo retraso en el crecimiento, esterilidad y muerte de plantas, ligado a dafios en los

cromosomas.
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Al respecto, Tinoco & Acufia (2009) reportan para la variedad CR5272 rendimientos entre
5,5y 6 toneladas por hectarea. A pesar de esto, la semilla M2 generada tubo un menor
rendimiento. Sin embargo, la cantidad de material segregante obtenido fue suficiente para
el desarrollo de esta investigacion y de trabajos futuros relacionados.

En la figura 14 se muestra los diferentes estados de desarrollo de las plantas My durante el

proceso de obtencion de la My. En la figura 15 se muestra la semilla M2 obtenida para ser
almacenada en camara fria.

Figura 14. Diferentes estados de desarrollo de las plantas M. Estacion Experimental
Enrique Jiménez Nufiez. Cafas, Guanacaste. A (Plantulas), B (Macollamiento), C
(Floracion), D (Grano maduro).

Figura 15. A: Semilla segregante Mz seca y limpia. B Semilla empacada para ser
almacenada en cdmara fria. Laboratorio de Recursos Fitogenéticos, Universidad Nacional
de Costa Rica.
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FASE 2: Determinacién de la dosis letal media (DL50) de NaCl en plantulas de arroz
CR5272 en sistema hidroponico

La figura 16 muestra el efecto de la salinidad sobre las plantulas de la variedad CR5272 a
los 21 dias de edad. Se evidencia que cada aumento de CE produce una reduccion tanto de
follaje como del sistema radical y crecientes sintomas de toxicidad en hojas. Estos sintomas
fueron visibles a partir de los 9 dias edad desde los 4 dS/m, con mayores afectaciones a

partir de los 12 dS/m en adelante.

T(1,17) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
dS/m dS/m dS/m dS/m dS/m dS/m dS/m dS/m dS/m  dS/m dS/m

Figura 16. Aspecto general de plantulas de arroz de la variedad CR5272 en diferentes
niveles de conductividad eléctrica por NaCl a los 21 dias de edad.

Germinacion

La germinacion no presentd diferencias significativas hasta los 12 dS/m (Anexo 1). Lo cual
concuerda con las versiones de FAO (2012) donde indica que el arroz posee una cierta
tolerancia a la salinidad durante la germinacion. Esto podria deberse al ajuste osmético que
llevan a cabo las semillas para superar el potencial del medio en el que esta inmersa y poder
germinar (Hakim et al., 2010) .

Al respecto, diversos autores reportan disminuciones en la germinacion de semillas de arroz
por efecto de la salinidad (Hakim et al., 2010; Kazemi & Eskandari, 2011; Mint et al.,
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2015) donde justifican un efecto toxico de ciertos iones y una reduccién del potencial

hidrico del agua del medio, lo cual limita a las semillas el acceso al agua.

Esta variable se vio afectada significativamente a partir de una CE de 14 dS/my se redujo a
un maximo de 48,33% a los 16 dS/m (Anexo 1). Resultados similares fueron reportados por
Hakim et al. (2010) donde evaluaron 12 variedades de arroz a distintas concentraciones
salinas, encontrando que la mayoria de estas mostraron una reduccién significativa con una
CE de 16 dS/m. Dicha disminucion se debe, segun Liu et al. (2018), al efecto inhibitorio
del NaCl sobre los genes involucrados en la produccién de giberelinas sintetizadas durante
el proceso de germinacion.

Sobrevivencia

En esta variable se observé una tendencia similar a la germinacion, en la cual se encontrd
que hasta los 14 dS/m empiezan a evidenciarse afectaciones significativas en la
sobrevivencia (Anexo 1). La alta sobrevivencia puede estar influenciada a que los
experimentos de hidroponia o forraje verde hidroponico se desarrollan en ambientes
idéneos, donde la nutricién y el pH son ideales y se encuentran alejado de factores bidticos
y abiodticos que pueden afectar los rendimientos (Gamero, 2015). Caso contrario
encontraron Cabalceta & Cordero (1991) en la provincia de Guanacaste de Costa Rica,
donde reportan porcentajes de sobrevivencia cercanos al 0% en dos variedades de arroz
costarricense con una CE de 7 dS/m a los 20 dds pero utilizando suelo salino y donde las
plantas se encontraban en interaccion con los diversos factores bidticos y abioticos del

lugar.

Altura de la planta

Esta fue la Unica variable que presentd una tendencia decreciente con cada aumento de CE
(Figura 18). Lo observado se debe a que la salinidad afecta el crecimiento de las plantas
debido al proceso de induccién de estrés salino, toxicidad por iones de sodio y cloro,
desbalance nutricional y efecto de especies reactivas de oxigeno (Lamz & Gonzalez, 2013).
En esta investigacion hubo diferencias significativas desde los 2 dS/m en adelante (Anexo
1), concordando con resultados reportados en arroz (Suarez & Gonzalez, 2004; Laynez
et al. 2018), frijol (Chulim et al., 2014) y maiz (Laynez et al., 2008).
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Longitud de raiz

La raiz presento estabilidad en longitud hasta los 12 dS/m (Figura 18). Luego mostré una
reduccion significativa a partir de los 14 dS/m en adelante (Anexo 1). Esto puede deberse a
que es el primer 6rgano de interaccién de la planta con la salinidad y, segln explica Reddy
et al. (2017), realiza la mayor parte del trabajo en la proteccion contra la absrcion del Na*y
CI, por lo cual, en sitios con altos contenidos de sales se dificulta la captacion de agua del
medio mas hiperténico. Es por ello que la estabilidad de longitud de la raiz encontradas en
los tratamientos menores a 14 dS/m (Figura 18) puede considerarse un comportamiento de

adaptacion al ambiente salino para favorecer una mayor captacién de agua (SEFV, 2016).

Numero de hojas

En el nimero de hojas no hubo diferencias significativas con CE entre los 2 y 8 dS/m, CE
posteriores si mostraron diferencias (Anexo 1), ademas de recobrar la tendencia decreciente
mostrada en altura de la planta (Figura 18). Esta variable se comport6 similar a la longitud
de raiz en cuanto a que no hubo un rango amplio de hojas entre tratamientos que permitiera

encontrar un 50% de reduccion (Anexo 1).

Determinacion de DL50 de salinidad por medio de analisis dosis respuesta con
regresion no lineal

Las DL50 derivadas por la regresion no concordaron exactamente en una Unica CE para
todas, sino que se encontrd un rango que va desde los 11.75 hasta los 19.87 dS/m (Tabla 6).
Lo cual es producto de que cada una de las variables presentd diferentes respuestas a la
salinidad. Estudios de determinacion de DL50 en arroz, comunmente de radiosensibilidad,
analizan variables como las de ésta investigacion, por ejemplo Gonzalez & Peérez (1997),
Zamora (2014), Ambavane et al. (2015), Sanjinez (2016) y Madriz et al. (2020). Sin
embargo, exponen una o dos variables clave que se utilizan para concluir las DL50. En la
siguiente tabla se muestra un resumen de las diferentes DL50 derivadas de cada variable

estudiada.

41



Tabla 6. Resumen de los valores de las DL50 para NaCL obtenidas del analisis dosis-
respuesta por medio de regresion no lineal de cada variable.

Variable DL50 (dS/m) E.E. t-valor p-valor
Germinacion (%) 13.29 091 1454 7.499e-15 ***
Sobrevivencia (%) 12.44 0,72 17,17 2e-16 ***
Altura de la planta (cm) 11.75 0,27 42,63 2.2e-16 ***
Longitud raiz (cm) 14.57 0,57 25,18 2.2e-16 ***
NUmero de Hojas 19,87 0,44 44,94 2.2e-16 ***

Signif. codes: 0 “*** (0.001 “**> 0.01 “*>0.05°°0.1°" 1

La altura de la planta fue la variable que mostr6 de mejor forma el efecto de los
tratamientos salinos en las plantulas de arroz a los 21 de edad. En contraste con las demas
variables que evidenciaron inconsistencias en los resultados (Figura 17). Por esto, fue
considerada como la variable indicadora para determinar que la DL50 de salinidad para

CR5272 corresponde a 11.756 dS/m, basado en una reduccion de la altura en un 50%.

42



B
30- 100-
DL50 = 12.44 dS/m
70- DL50 = 13.29 dS/m 901
80-
=607 oy
& £ 70
£ S 0
= c
an 2 50
Eao 8 10
8 S w0
O 5. 7]
20
101 10-
0 0
TESTIGO 2 4 6 8 10 12 14 1§ 18 20 TESTIGO 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Conductividad eléctrica (dS/m) Conductividad Eléctrica (dS/m)
C D
o5 10-
E T \
S E DL50 = 14.57 dS/m
v3 —
t N
'_“:’15~ ® 6
o DL50 = 11.756 dS/m @
= : ©
=
B10- ER
e . =i
= i o
Z 5 S = 2
0 0
TESTIGO 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 TESTIGO 2 4 6 8 0 12 14 % 18 20
Conductividad Eléctrica (dS/m) Conductividad Eléctrica (dS/m)
E
4
8
.5,37
=
1]
o
gz— DL50 = 19.87 dS/m
E
3
4
11
0
TESTIGO 2 a 6 8 10 12 14 16 18 20

Conductividad Eléctrica (dS/m)

Figura 17. Curvas de la determinacion de la DL50 a salinidad de CR5272, obtenidas por

medio de un modelo de regresion no lineal: A) Germinacion, B) Sobrevivencia), C) Altura

de planta, D) Longitud de raiz, E) Namero de hojas.
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FASE 3: Seleccion de plantas M: tolerantes a salinidad en hidroponia.

En un ensayo previo de estrés salino se utilizo la dosis de 12 dS/m (DL50) en semillas de
CR5272. Sin embargo, esta dosis fue poco satisfactoria para discriminar plantas tolerantes
debido a que gran parte del material CR5272 evidencié pocos sintomas dificultando el
descarte visual. Este resultado junto con el observado en la DL50 (11.57 dS/m) indicaria
que esta variedad CR5272 podria presentar un cierto grado de tolerancia a salinidad. Por lo
cual, para someter a estrés salino la semilla My, se decidio utilizar una dosis superior a la
DL50, utilizando la dosis de 14 dS/m para ejercer mayor estrés sobre las plantulas y

favorecer la seleccion de mutantes promisorios.

PRIMERA SELECCION

En la figura 18 se muestra el efecto que produjo la solucion salina de 14 dS/m en las
plantulas a los 21 dds. Donde se observa un efecto severo principalmente en el desarrollo
foliar respecto al testigo en la solucién normal (Figura 18A). Produjo la muerte de una gran
cantidad de plantulas que no lograron tolerar dicho estrés (Figura 18B). Resultados
similares a los encontrados en esta investigacion fueron reportados por diversos autores, los
cuales han estudiado el efecto de la salinidad sobre la germinacion y plantulas de diferentes
cultivares de arroz. Estos autores reportan efectos similares como poco desarrollo radicular,
foliar y muerte. Tal es el caso de Dionisio & Tobita (2000), Morales et al (2004), Suarez &
Gonzélez (2004), Hakim et al. (2010), Kazemi & Eskandari (2011) y Mint et al. (2015).
Coinciden en que estos efectos se deben a la reduccion del potencial osmotico, lo que
podria causar una disminucion en el contenido hidrico de las células y a la acumulacion de
iones téxicos como el Na* y CI lo cual provocaria una dificil translocacién de nutrientes.
Los resultados de esta investigacién podrian estar asociados a los factores mencionados

anteriormente.
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Solucion salina Solucién normal
il plantulas M, y Testigo Testigo sin sal

Figura 18. Ensayo para la seleccion de plantulas M2 de 400 Gy tolerantes a salinidad a los
21 dds. A (bandejas con solucién con sal y sin sal), B (plantulas M susceptibles), C
(plantulas M. tolerantes).

Sin embargo, dentro de la poblacion My, fue posible encontrar plantulas con un crecimiento
destacado en la solucion salina (Figura 18C). Estas plantulas fueron consideradas como
mutantes promisorios al estrés salino. Dicho comportamiento, tomado como un indicador
de tolerancia, favorecio el proceso de seleccion individual (Figura 19), el cual concuerda
con Bado et al (2016) para la seleccion individual de plantulas con la habilidad de crecer en
una solucién nutritiva salinizada.
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Testigo sin sal M2 tolerantes

Figura 19. Proceso de seleccion de los genotipos tolerantes a salinidad a 21 dias después de
la siembra. A'y B (rescate de plantulas), C (materiales seleccionados), D (medicién de
variables cuantitativas).

Estas plantulas, que mostraron esas caracteristicas promisorias, podrian presentar ventajas
sobre las demés en cuanto al ajuste osmético y la translocacion de nutrientes en condiciones
de estrés salino (Rodriguez et al., 2019). Estas podrian haber desarrollado mecanismos de
tolerancia a salinidad, los cuales segin Reddy et al. (2017) se pueden resumir en la

exclusion de iones, tolerancia osmética y tolerancia tisular.

Un total de 30 plantulas M2 con caracteristicas promisorias, las cuales cumplian con el
criterio de seleccion propuesto. Fueron recuperadas de la solucion salina y clasificadas de
acuerdo su grado de tolerancia. Con esta clasificacion, se encontrd plantulas que
presentaron distinto grado de tolerancia. Lo cual permitié establecer un porcentaje de
seleccidn para cada clasificacion. En la siguiente tabla se muestra los porcentajes obtenidos

para cada uno (Tabla 7).
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Tabla 7. Porcentajes de seleccion de mutantes M2 400 Gy en solucion nutritiva salina (14
dS/m) a los 21 dias de edad, de acuerdo con su grado de tolerancia.

Grado de tolerancia Grado 1 Grado 3 Grado 5

Altamente tolerante Tolerante Moderadamente tolerante

Tipo de semilla M2 400 Gy M. 400 Gy M, 400 Gy
N° dias en salinidad 21 21 21

CE (dS/m) 14 14 14

N° mutantes seleccionados 0 2 28
Porcentaje de seleccion (%) 0 0,021 0,296

En la tabla anterior se observa como existe un incremento en el porcentaje de seleccion con
forme disminuye el grado de tolerancia. Esto quiere decir que mientras mas estricto sea el
parametro de seleccion, menos mutantes seran seleccionadas. Tal es asi, que se encontré un
0% cuando se trato de seleccionar plantulas altamente tolerantes (Grado 1) y aumentd a un

0,021% y 0,296% cuando el grado de tolerancia no fue tan estricto (Grado 3y 5).
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Descripcion del grado de tolerancia y parametros cuantitativos a los 21 dds.

En la tabla 8 se muestra el grado de tolerancia, altura, longitud de la raiz y el nimero de
hojas de los 30 mutantes seleccionados a los 21 dias por su tolerancia a salinidad.

Tabla 8. Grado de tolerancia y pardmetros cuantitativos de los mutantes seleccionados.

Planta Grado de tolerancia  Altura (cm) Raiz (cm) N° hojas
Testigo sin sal 1* 26 * 9* 4*
Testigo con sal 5* 14 * 10 * 4*

ECA400-01 3 18 11 5
ECA400-02 5 14 12 4
ECA400-03 5 14 13 4
ECA400-04 5 14 12 4
ECA400-05 5 14 11 4
ECA400-06 5 13 14 4
ECA400-07 3 17 11 4
ECA400-08 5 13 13 3
ECA400-09 5 15 13 4
ECA400-10 5 15 10 3
ECA400-11 5 14 13 3
ECA400-12 5 15 11 4
ECA400-13 5 15 9 3
ECA400-14 5 14 14 4
ECA400-15 5 14 10 4
ECA400-16 5 13 10 3
ECA400-17 5 13 10 4
ECA400-18 5 13 11 4
ECA400-19 5 13 13 4
ECA400-20 5 12 13 4
ECA400-21 5 13 9 2
ECA400-22 5 13 12 4
ECA400-23 5 13 12 4
ECA400-24 5 13 12 4
ECA400-25 5 13 8 4
ECA400-26 5 13 10 4
ECA400-27 5 13 12 4
ECA400-28 5 12 8 3
ECA400-29 5 12 12 4
ECA400-30 5 11 13 3

* Dato promedio de 12 plantas
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Diferentes autores como Bado et al. (2016) o Reddy et al. (2017) exponen la importancia de
contar con testigos tolerantes y susceptibles al momento de realizar la seleccion de plantas
tolerantes a salinidad, como una forma de facilitar el proceso de seleccién. En este caso, no
fue posible desarrollar el experimento con dichos materiales, por lo cual se utilizé la
variedad progenitora de la semilla M2 (CR5272) como testigo para tener un parametro a
tomar en cuenta.

En cuanto al grado de tolerancia (Tabla 8) solo fueron seleccionados dos mutantes
tolerantes (Grado 3). Estos fueron: ECA400-01 y ECA400-07 (Figura 20). Los demas
fueron clasificados con un grado de tolerancia igual al testigo con sal (Grado 5) (Figura 20).
Resultados similares a los encontrados en esta investigacion son reportados por Mondal &
Borromeo (2016) donde indican diferentes grados de tolerancia de distintas variedades en la
etapa de plantula; he igualmente a esta investigacion no encontraron materiales altamente

tolerantes (Grado 1).
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TESTIGO SIN SAL ECA400-01 ECA400-07 TESTIGO CON SAL

GRADO 1 GRADO 3 GRADO 3 GRADO 5

Figura 20. aspecto general de las plantulas del testigo sin sal (Grado 1), Testigo con sal
(Grado 5) y los mutantes tolerantes (Grado 3) seleccionados a los 21 dias de edad.

En altura de la planta (Tabla 8) el testigo sin sal fue superior y los dos mutantes
seleccionados con grado 3 (ECA400-01 y ECA400-07) sobresalieron como los mejores
dentro de los 30 seleccionados. Lo cual podria deberse a una relacién directa del grado de
tolerancia con el desarrollo foliar. Al respecto, Reddy et al. (2017) mencionan que plantulas
con mayor vigor podrian evitar los efectos toxicos de la salinidad; sin embargo, el vigor no
es considerado un mecanismo de tolerancia. Se debe destacar que se encontrd un mayor

numero de mutantes que fue superior en altura al testigo con sal.

En la variable longitud de raiz (Tabla 8), la mayoria de los mutantes presentan raices mas

largas que el testigo sin sal, lo cual obedece segin SEFV (2016) a una adaptacion de estos
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al ambiente salino para tener mayores sitios de absorcion de agua.. En este caso se
encontraron otros dos genotipos que presentaron mayor longitud como ECA400-06 y
ECA400-14. En el nimero de hojas (Tabla 8) no se evidencié mucha diferencia entre
plantas, ambos testigos y la mayoria de los mutantes formaron alrededor de 4 hojas. Se

destaca a ECA400-01 que fue el Gnico que presentd 5 hojas.
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SEGUNDA SELECCION
A continuacion, se muestran dos figuras 21 y 22 que evidencian el proceso y el

comportamiento de los mutantes durante la segunda seleccion.
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Figura 21. Plantas adultas sometidas al segundo estrés salino. A (desarrollo del
experimento en el sistema hidroponico), B (Diferencias visuales entre mutantes tolerantes y
mutantes susceptibles después de estrés).

S

Yy

Figura 22. Comportamiento de las platas antes, durante y después del estrés. A (antes de
estrés), B (testigo sin sal vs plantas estresadas), C (mutantes que lograron sobrevivir), D
(mutantes que no toleraron el estrés).

52



En las figuras anteriores se observa la respuesta de los mutantes al segundo estrés salino en
prefloracion provocando que algunos mutantes presentaran completa suspension de
crecimiento, muerte de la raiz y del follaje y nula produccién de semilla (Figura 22D). Sin
embargo, se encontré mutantes que todavia mostraban tejidos vivos (Figura 22C). Lo cual
fue considerado como un indicador de tolerancia de una posible mutacién que les permitié
tolerar esa condicién y mantener sus estructuras morfoldgicas y actividades bioquimicas
activas. Debido a este comportamiento, se decidid cultivarlos con solucién normal durante
21 dias para evidenciar cuales de ellos si lograban recuperarse, generar grano maduro y
descartar los que no se recuperaran. Gracias a esto, un total de 8 mutantes lograron

recuperarse y producir al menos un grano lleno.

La produccién de grano lleno se tom6 como indicador de base para determinar nuevos
porcentajes de seleccion contemplando la seleccion visual en etapa de plantula y la
sobrevivencia en etapa de floracién (Tabla 9). En un trabajo similar realizado por
Hernandez (2001) expuso porcentajes de seleccion de mutantes tolerantes a salinidad entre
3.6 y 4.0% solamente en etapa de plantula. Estos son muy superiores a los encontrados en
esta investigacion, sin embargo, cabe destacar que existen variantes en la metodologia
utilizada como la dosis de radiacion, material genético, dosis de salinidad, medio salino y

parametro de seleccion.

Tabla 9. Porcentajes de seleccidn de plantas adultas M2 400 Gy en solucion nutritiva salina
(14 dS/m) a los 142 dias de edad.

_ Calificacion 1 Calificacion 3 Calificacion 5
Grado de tolerancia
Altamente tolerante Tolerante Moderadamente tolerante
Tipo de semilla M. 400 Gy M. 400 Gy M2 400 Gy

N° dias en salinidad

, » 46 46 46
(pléantula + prefloracién)

CE (dS/m) 14 14 14

Mutantes sobrevivientes 0 1 7
Porcentaje de seleccion 0 0,010 0,074
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El segundo estrés salino provoco una disminucion en los porcentajes de seleccion obtenidos
en la etapa de plantula (Tabla 7). Es importante destacar que un mutante Grado 1 y 21
mutantes Grado 5 seleccionadas en plantula no lograron sobrevivir el segundo estrés.
Podria deberse a que los genes que controlan la tolerancia a salinidad en la fase de plantula
no son los mismos que estan involucrados en la etapa reproductiva (Singh et al., 2008;
Singh et al., 2010). Por lo que los mutantes seleccionados en plantula y que lograron
sobrevivir en la etapa reproductiva podrian contener genes de tolerancia a ambas etapas de

susceptibilidad al estrés salino.

No se han encontrado hasta el momento trabajos en los cuales la seleccion de mutantes
tolerantes a salinidad se lleva a cabo estresando las plantas en dos periodos salinos en un
mismo ciclo (plantula y prefloracion). Sino que se realiza ya sea la seleccion de plantulas
como Hernandez (2001), comprobacion de tolerancia en plantula como Mondal &
Borromeo (2016) o seleccion invitro (Watson, 2019). Posterior a este tipo de trabajos se
procede a realizar un incremento de semilla para la confirmacion de tolerancia en otro ciclo

de cultivo para la etapa reproductiva.

De aqui en adelante, para facilitar la comprension, solo se describiran las caracteristicas
agronomicas de los mutantes sobrevivientes al segundo estrées. Los cuales fueron ECA400-
04, ECA400-06, ECA400-07, ECA400-13, ECA400-14, ECA400-15, ECA400-24 y
ECA400-29.
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Duracién de etapas fenologicas.

En la siguiente tabla (Tabla 10) se muestra la duracién en dias de los testigos y mutantes
seleccionados.
Tabla 10. Duracién en dias de etapas relevantes del ciclo de cultivo de testigos y mutantes

promisorios sobrevivientes a los 2 periodos de estrés salino.

Planta ler estrés Prefloracion 2doestrés Floracion Cosecha
Testigo sin sal No hay 87* No hay 108* 131*
Testigo con sal 21 91* 25 112* 137*

ECA400-04 21 97 25 119 143
ECA400-06 21 97 25 119 143
ECA400-07 21 85 25 105 131
ECA400-13 21 85 25 107 131
ECA400-14 21 97 25 119 143
ECA400-15 21 85 25 105 131
ECA400-24 21 97 25 119 143
ECA400-29 21 101 25 119 147

* Dato promedio de 12 plantas

Se encontrd un retraso en el ciclo de cultivo del testigo sin sal de al menos 15 dias
aproximadamente, segun lo reportado por Tinoco & Acufia (2009) para CR5272. Esto
podria deberse a que la temperatura afecta directamente sobre el desarrollo del cultivo
retrasandolo cuando se encuentran temperaturas mas bajas o altas a las requeridas
(Rodriguez, 2017) como las encontradas en la region central del pais en la cual se
desarroll6 esta investigacion.

Se observa como ciertos mutantes se extendieron en su ciclo de cultivo respecto al testigo
sin sal. Esta diferencia podria deberse a que estos requirieron mas tiempo para sobreponerse
a las dos etapas salinas. Sin embargo, 3 de ellos mantuvieron un ciclo igual al testigo sin
sal, estos fueron ECA400-07, ECA400-13 y ECA400-15. Esto podria significar, aparte de
presentar una posible tolerancia a salinidad, una reduccion de dias en su ciclo fenoldgico.
Los deméas mutantes mantuvieron una fenologia un poco mas larga que ambos testigos,
siendo ECA400-29 el que present6 un mayor nimero de dias a cosecha.
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Comportamiento de la altura y nimero de macollas antes y después del segundo estrés
salino.
En las figuras 23 y 24 se muestra el comportamiento de la altura y nimero de macollas de

los mutantes sobrevivientes antes y después del segundo estrés salino.
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Figura 23. Altura de los testigos y mutantes antes y después del segundo estrés salino.
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Figura 24. Numero de macollas de los testigos y mutantes antes y después del segundo
estrés salino.
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En relacién con la altura, la mayoria de las plantas testigos y mutantes no presentaron
mucha diferencia, debido a que el estrés se llevé a cabo en la etapa reproductiva en donde
el crecimiento en altura practicamente ha finalizado. EI mutante que mostr6 mayor
crecimiento fue ECA400-14 (5cm) y s6lo dos no variaron en altura, estos fueron ECA400-
13 y ECA400-29.

Caso contrario sucedié con el numero de macollas, donde se observo diferentes
comportamientos. Algunos disminuyeron su numero como ECA400-04, ECA400-13 y
ECA400-24, otros se mantuvieron como ECA400-06 y ECA400-14 y por ultimo los que
aumentaron su numero como ECA400-07, ECA400-15 y ECA400-29. EI comportamiento
tan diferente podria atribuirse a diferencias en el grado de tolerancia de cada uno. Los
testigos sin sal y con sal mostraron un aumento de 12 y 7 macollas respectivamente. Para
esta variable se destacan dos mutantes: ECA400-07 el cual gener6 14 nuevas macollas
superando a ambos testigos y ECA400-15 el cual gener6 10 macollas superando en este
caso sélo al testigo con sal. EI comportamiento de los dos mutantes podria considerarse
como promisorio ante un estrés salino ya que evidencia que, aunque se encuentre bajo
estrés, contindan su macollamiento. Dicho aumento en el nimero de macollas podria
atribuirse a que estos poseen alguna ventaja fisiolégica como un aumento en la
concentracion de prolina para llevar a cabo un mayor ajuste osmotico o un incremento de la
actividad de la zFerritina en la absorcion de radicales libres del oxigeno durante el estrés
salino (Reyes et al., 2008).
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Comportamiento de diferentes variables agronomicas postcosecha

En la tabla 11 se muestra las variables agrondmicas mas importantes que se analizaron a los testigos y mutantes al final de la cosecha.

Tabla 11. Variables agronémicas observadas a los testigos y mutantes sobrevivientes a la cosecha.

) i ) _ ) Esterilidad
Altura Numerode Numerode Longitudde Espigas/ Semillas/
Planta . . i . Granos Granos
(cm) macollas paniculas  panicula (cm) panicula panicula %
vanos  llenos
Testigo sin sal 87,1* 51,4 * 37,9* 19,3 * 8,1* 86 * 1061 * 2153* 33*
Testigoconsal 815%* 37,9* 18,6 * 17,1+ 8,2* 79,4 * 1464 * 2% 99,9 *
ECA400-04 81 32 13 16,6 9,7 97,9 1272 4 99,69
ECA400-06 85 48 16 16,2 10,0 89,0 1427 1 99,93
ECA400-07 85 51 15 22,2 9,6 99,5 1493 2 99,87
ECA400-13 86 34 15 19,4 8,4 101,0 1521 1 99,93
ECA400-14 83,5 30 20 15,4 8,0 65,0 1304 1 99,92
ECA400-15 79 42 24 18,2 7,6 76,0 1842 8 99,57
ECA400-24 83 36 12 15,13 8,16 69 828 3 99,64
ECA400-29 73,6 24 24 19,5 7,5 81 1058 4 99,62

* Dato promedio de 12 plantas
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En la tabla anterior se puede ver que no siempre el testigo sin sal fue superior a las demas
plantas. Las variables en las que el testigo sin sal resulto superior a todas fueron altura de la
planta, numero de paniculas, granos llenos y esterilidad. El testigo con sal solo fue superior
al testigo sin sal en espigas por panicula. No se encontré un mutante que mostrara total
dominancia sobre los demas o sobre los testigos, sino que hubo una alternancia en la cual
algunos mostraron superioridad en ciertas variables, pero inferiores en otras. A
continuacion, se describe cada una de las variables donde se detallan los principales

resultados.

En el caso de la variable de altura, no se encontr6 una diferencia importante entre las
plantas. Todos los mutantes compartieron una similitud en altura con los testigos a
excepcion de ECA400-29 que fue el de menor tamario (73,6 cm). Un resultado similar fue
encontrado por Cristo et al. (2004) y Valdés et al. (2012) donde informan una baja
afectacion en la altura por efecto de la salinidad, esto se debe a que el estrés en las plantas
ocurrio cuando el desarrollo estaba practicamente finalizado. Se encontraron valores por
debajo de lo reportado para CR5272 de 96 cm (Tinoco & Acufia, 2009), estos valores
encontrados podrian deberse a las diferentes densidades de siembra, temperatura o la
nutricion empleada durante el desarrollo de su ciclo fenologico y utilizadas en esta

investigacion (Chaudhary et al., 2018).

Caso contrario sucedio6 en el nimero de macollas, en el cual se presentaron diferencias mas
notorias entre mutantes y testigos. A pesar de que los mutantes pasaron por dos periodos de
estrés, produjeron una cantidad de macollas considerada como muy bueno (CIAT, 1983).
Para FAO (2012), se debe a que la fase vegetativa del arroz, donde se desarrollan la mayor
cantidad de macollas, es relativamente tolerante a la salinidad. EI mutante ECA400-07 a
pesar de ser sometido al estrés salino logré producir la misma cantidad de macollas que el

testigo sin sal.

El ndmero de paniculas fue la primera variable de rendimiento en la cual se presentd un
efecto mas marcado de la salinidad, ya que se observa como el testigo sin sal mostré una
notoria superioridad sobre el testigo con sal y los mutantes. Esta reduccion podria deberse a
los efectos de la salinidad sobre la formacion de nuevas paniculas. Resultados similares

fueron encontrados por Valdés et al. (2012) y Aguilar et al. (2016) donde exponen
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reducciones en el nimero de paniculas por metro cuadrado en arroz afectado por salinidad.
El mutante mas destacado fue ECA400-29 haciendo énfasis en que el 100% de sus

macollas lograron producir panicula.

En las variables de longitud de panicula, espigas por panicula y semillas por panicula se
encontraron mutantes con valores superiores a ambos testigos. Los resultados encontrados
difieren de los reportados por diversos autores donde exponen reducciones significativas de
estas variables en condiciones salinas por ejemplo: longitud de panicula (Cristo et al., 2004
y Valdés et al., 2012), espigas por paniculas (Zeng & Shannon, 2000) y semillas por
panicula (Zeng & Shannon, 2000; Aguilar et al., 2016). Lo encontrado en esta investigacion
indica ya sea que la salinidad no afectd directamente la formacion de estructuras de la
panicula como tal o que los mutantes presentaron algin mecanismo de tolerancia que
favorecio la formacion de estas estructuras. En esas tres variables los mutantes destacados
fueron ECA400-07, ECA400-06 y ECA400-13 respectivamente.

El efecto mas critico de la salinidad se observd en la esterilidad. Lo cual se evidencia en la
esterilidad el testigo sin sal de un 33% mientras que el testigo con sal y los mutantes
sobrevivientes llegaron casi al 100%. El alto porcentaje de esterilidad del testigo sin sal
pudo estar asociado a que las condiciones ambientales en las cuales se desarrollo esta

investigacion no fueron las recomendadas para este cultivo.

La alta esterilidad del testigo con sal y mutantes evidencia la susceptibilidad del arroz en la
etapa reproductiva mencionada por diversos autores entre ellos IRRI (2020) y Chaudhary et
al. (2018). Esta afectacion tan severa se debe a que la salinidad afecta directamente la
fotosintesis, viabilidad del polen, receptividad del estigma y el flujo normal de nutrientes
hacia la panicula (Reddy et al., 2017 y Hussain et al (2018).

Se logr6 colectar al menos un grano lleno de cada uno de los mutantes sobrevivientes
(Tabla 11) dentro de los cuales ECA400-15 fue el que mas granos produjo. Aun cuando la
obtencion de semilla de materiales seleccionados en esta investigacion resulté muy baja, la
Dr. Gonzalez considera que por pequefia que sea lo progenie obtenida en procesos de
seleccidén de mutantes bajo algun tipo de estrés resulta valiosa ya que podria favorecer la
continuacion de procesos de mejora genética posteriores. (M. Gonzélez, comunicacion

personal, 15 de noviembre de 2018).
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Determinacion preliminar del mutante mas promisorio a través de un analisis

comparativo de todas las variables evaluadas desde la siembra hasta la cosecha.

Durante la ejecucién de esta investigacion se analizaron al menos 14 variables. Este analisis
sirvid para describir cada uno de los mutantes promisorios seleccionados (Tabla 8, 10y 11,
Figura 23 y 24). Se encontraron respuestas diferenciadas en cada uno de los mutantes
promisorios, donde un mutante sobresalia en una variable, pero resultaba inferior en otra

de modo que ninguno de estos fue superior a los demas en todo el ciclo.

Se destacan dos mutantes los cuales presentaron los mejores valores en diferentes variables.
Uno corresponde a ECA400-07, el cual sobresalié de los demas en 7 de 14 variables
analizadas. Esta superioridad pudo estar influenciada por la respuesta de este en la primera
seleccién a los 21 dias, donde fue el Unico de los sobrevivientes que se clasific6 como
tolerante (Grado 3).

Sin embargo, ECA400-15 (Grado 5) aunque solamente fue superior a los demas en 4 de 14
variables, fue el que produjo mayor nimero de granos llenos (Tabla 11). Esta variable es
considerada las méas importante sobre cualquier otra analizada, porque determina el
rendimiento ante el estrés salino. Por este motivo, se considera a ECA400-15 como el més

promisorio de los 8 mutantes seleccionados en esta investigacion.
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CONCLUSIONES

Se genero una poblacion segregante de arroz (M2) con suficiente variabilidad genética, la
cual permitid seleccionar mutantes promisorios con tolerancia a salinidad.

La dosis de 14 dS/m de NaCl seleccionada por la determinacion de la DL50 de NaCl, es lo
suficientemente rigurosa para discriminar mutantes tolerantes de los susceptibles al ser
expuestos al factor de estrés salino.

La exposicion de una poblacion segregante de arroz (M) en condiciones de hidroponia a
una dosis de 14 dS/m de NaCl en dos momentos del desarrollo de las plantas (de la siembra
hasta los 21 dds) y en la etapa de prefloracion y floracion permitié seleccionar un total de 8
mutantes promisorios de arroz con diferente grado de tolerancia a la salinidad.

Las variables agronomicas evaluadas en los mutantes candidatos permitieron establecer en
esta investigacion que el mutante con mayor grado de tolerancia corresponde al ECA400-
15.

RECOMENDACIONES
Es importante valorar otras dosis de radiacion y diferentes generaciones segregantes (M3,
M4, M5, M6, etc.) con la finalidad de aumentar la posibilidad de rescatar mas mutantes
candidatos tolerantes al estrés salino, ya que esta caracteristica se encuentra controlada por
muchos genes.
La seleccion en etapa de plantula del arroz requiere de una dosis de salinidad alta como la
utilizada en esta investigacion, sin embargo, es prudente disminuir la dosis en la etapa
reproductiva para no comprometer la progenie de los mutantes seleccionados.
La caracterizacion molecular de los mutantes obtenidos resultaria esencial para determinar
cuales genes intervinieron en la activacion de algun mecanismo fisioldgico o bioquimico
que favorecio la sobrevivencia de dichos materiales.
Antes de valorar los mutantes tolerantes a la salinidad en condiciones de campo seria
prudente reconfirmar su respuesta nuevamente en condiciones de hidroponia.
Se aconseja llevar a cabo determinaciones de DL50 de grado de respuesta a la salinidad
para cada mutante seleccionado. Esto para demostrar méas claramente el grado maximo de

tolerancia de cada mutante.
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Anexo 1. Medias de respuesta de las variables analizadas al efecto de la salinidad sobre la variedad de arroz CR5272.

Tratamientos

ANEXOS

Variables

Conductividad - ) ) Altura planta Longitud raiz )
) Germinacién (%) Sobrevivencia (%) Numero de hojas
Eléctrica (cm) (cm)

dS/m NaCllL(gy ™M Sigg EE M Sigg EE M Sigg EE M Sigc EE M Sig. E.E
1,17 0 (normal) 75 a 51 100 a 8,7 262 a 05 10 a 03 4,42 a 0,07
2 0,42 792 a 51 100 a 87 241 b 05 83 «c¢d 03 4,05 b 0,07
4 1,22 742 a 51 100 a 87 233 b 05 92 b 0,3 4,08 b 0,07
6 2,56 708 abc 51 97,7 ab 87 19 c 05 79 d 03 392 bc 0,08
8 3,66 69,2 abc 51 956 ab 87 183 ¢ 05 89 bc 03 4,08 b 0,08
10 4,78 783 a 51 944 ab 87 165 d 05 92 b 03 3,78 C 0,07
12 5,92 71,7 ab 51 943 ab 87 128 e 05 86 bc 03 356 d 0,09
14 7,08 58,3 bcd 51 639 C 8,7 82 f 07 76 d 04 285 e 0,10
16 8,26 48,3 d 51 73 bc 87 744 f 0,7 64 e 04 267 ef 011
18 9,46 558 c¢cd 51 76,7 abc 87 661 fg 07 56 e 0,3 2,46 f 0,09
20 10,96 533 d 51 749 abc 87 505 g 0,7 56 e 04 213 g 0,1

Letras iguales no difieren significativamente segun prueba de LSD Fisher al 95%.
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Anexo 2. Sobrevivencia de las plantas y duracién en dias de periodos relevantes del ciclo de cultivo.

Planta 1% estrés  Prefloracion 29 estrés Floracion Cosecha  Sobrevivencia
CR5272 sin sal No hay 87* No hay 108* 131* Si
CR5272 con sal 21 91* 25 112* 137* Si

ECA400-01 21 85 25 107 131 No
ECA400-02 21 85 25 105 131 No
ECA400-03 21 101 25 119 147 No
ECA400-04 21 97 25 119 143 Si
ECA400-05 21 85 25 105 131 No
ECA400-06 21 97 25 119 143 Si
ECA400-07 21 85 25 105 131 Si
ECA400-08 21 97 25 117 143 No
ECA400-09 21 97 25 119 143 No
ECA400-10 21 101 25 119 147 No
ECA400-11 21 97 25 119 143 No
ECA400-12 21 101 25 119 147 No
ECA400-13 21 85 25 107 131 Si
ECA400-14 21 97 25 119 143 Si
ECA400-15 21 85 25 105 131 Si
ECA400-16 21 101 25 119 147 No
ECA400-17 21 105 25 121 151 No
ECA400-18 21 85 25 107 131 No
ECA400-19 21 97 25 119 143 No
ECA400-20 21 101 25 119 147 No
ECA400-21 21 101 25 119 147 No
ECA400-22 21 97 25 119 143 No
ECA400-23 21 97 25 119 143 No
ECA400-24 21 97 25 119 143 Si
ECA400-25 21 101 25 119 147 No
ECA400-26 21 101 25 121 147 No
ECA400-27 21 101 25 119 147 No
ECA400-28 21 105 25 121 151 No
ECA400-29 21 101 25 119 147 Si
ECA400-30 21 105 25 115 151 No

* Dato promedio de 12 plantas
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Anexo 3. llustracion general de las dos selecciones sobre los materiales M.. (A: Primera
seleccion), (B: Segunda seleccion).
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