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| INSTRUCCIONES PARA CUMPLIMENTAR EL INFORME FINAL |

De acuerdo con lo indicado en las Resoluciones por las que se hacen publicas las convocatorias de concesién de
ayudas para la realizacién de proyectos y acciones complementarias, en el marco de los Subprogramas o
actuaciones correspondientes, se cumplimentard un Informe Final Cientifico, que deberd presentarse en un plazo
no superior a tres meses desde la finalizacién del proyecto, el que se informara sobre las actividades realizadas de
acuerdo con la solicitud. Debera firmarse por el investigador responsable y por el responsable de la entidad
solicitante, y las firmas de los investigadores principales deberan quedar consignadas por parte de la entidad
responsable. No serd necesario el envio en papel a INIA, al ser obligatorio el uso de la firma electrdnica.

ESTE INFORME, INCLUYENDO TODOS LOS SUBPROYECTOS EN CASO DE PROYECTOS COORDINADOS, DEBERA
SER ENVIADO Y FIRMADO DIGITALMENTE POR PARTE DE LA ENTIDAD RESPONSABLE DEL GRUPO
INVESTIGADOR. LA ENTIDAD RESPONSABLE DEL GRUPO INVESTIGADOR SE RESPONSABILIZA DEL CONTENIDO DEL
INFORME VALIDANDOLO A TRAVES DE LA FIRMA ELECTRONICA AVANZADA. EN CASO DE PROYECTOS
COORDINADOS DEBERA RELLENARSE UN SOLO INFORME, que incluird por separado todos los subproyectos , y
debera ser adjuntado en un solo PDF. Las entidades responsables consignardn la firma de los investigadores
principales.

EL INFORME DEBE TENER FORMATO PDF PARA PODER SER FIRMADO DIGITALMENTE. LAS ENTIDADES TIENEN
OBLIGACION DE MANTENER EN SU PODER LAS FIRMAS ORIGINALES DE LOS INVESTIGADORES.

Asimismo, para el correcto cumplimiento de las condiciones de la convocatoria correspondiente, se enviara,
telematicamente, copia de las publicaciones y otros resultados a los que el proyecto o accién complementaria
hubiera dado lugar. En esta documentacion debera mencionarse que han sido financiadas por el INIA, asi como el
numero de referencia de dicho proyecto o accién. Cuando el proyecto o accién haya sido cofinanciado con
recursos procedentes de FEDER se debera citar dicha fuente de financiacion.

Este informe debe completarse con la JUSTIFICACION ECONOMICA DE GASTOS, que se cumplimentara usando los
medios TELEMATICOS correspondientes.

El informe final del proyecto consta de:

Informe normalizado

Se cumplimentara en los impresos que acompafan estas instrucciones. En el caso de proyectos coordinados, el
informe sera presentado por el coordinador del conjunto del equipo investigador, que adjuntara los informes de cada
uno de los subproyectos elaborados por sus investigadores principales respectivos, con la conformidad de los
representantes legales de las entidades participantes.

De cada uno de los trabajos publicados se remitird una separata o ejemplar.

NOTA IMPORTANTE DE OBLIGADO CUMPLIMIENTO:

e Junto con el informe final se remitird un certificado de la Gerencia o Servicio de Contabilidad de la entidad o
entidades participantes en el que se especifiquen, detallados por conceptos, los gastos efectuados. Junto con
el informe final se remitira asimismo, si procede, fotocopia del reintegro al Tesoro Publico de los fondos no
utilizados.

El informe final del proyecto consta de:
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Informe normalizado

Se cumplimentara en los impresos que acompafian estas instrucciones. En el caso de proyectos coordinados, el
informe sera presentado por el coordinador del equipo investigador, que adjuntara telematicamente los informes de
cada uno de los subproyectos elaborados por sus investigadores principales respectivos, con la conformidad de los
representantes legales de las entidades participantes. El informe debera estar firmado DIGITALMENTE por el
representante legal de la entidad coordinadora de todos los subproyectos. Cada uno de los subproyectos, ademas,
iran firmados en papel y seran consignados por la entidad coordinadora de los subproyectos.

De cada uno de los trabajos publicados se remitira una separata o ejemplar.

NOTA IMPORTANTE DE OBLIGADO CUMPLIMIENTO:

« Junto con el informe final se remitira asimismo, si procede, fotocopia del reintegro al INIA de los fondos no
utilizados. Ndmero de CTA INIA: 0182-2370-46-0200203535
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| EQUIPO INVESTIGADOR

Especificar los siguientes datos de los miembros del equipo investigador: NOMBRE Y APELLIDOS, DNI, TITULACION
ACADéMICA, CENTRO AL QUE PERTENECE Y DEDICACION (UNICA / COMPARTIDA)

Investigador principal del Proyecto:

MARIA DOLORES OSUNA RUIZ, 30806800W, Doctora en Bioquimica, CICYTEX, Dedicacién Unica

Investigadores:

ANTONIO GARCIA CALVO, 09170163V, Ingeniero agrénomo, CICYTEX, Dedicacién compartida

VERONICA CRUZ SOBRADO, 44402946C, Ingeniero agrénomo, CICYTEX, Dedicacién compartida

GABRIEL PARDO SANCLEMENTE, 18165357A, Doctor Ingeniero agronomo, CITA, Dedicaciéon compartida

JUAN ANTONIO LEZAUN SAN MARTIN, 18202888K, Ingeniero Técnico Agricola, ITGA, Dedicacién compartida
MARIA DEL MAR CATALA FORNER, 18953131G, Ingeniero Técnico Agricola, IRTA, Dedicacidn compartida

DIEGO GOMEZ DE BARREDA FERRAZ, 22556171W, Doctor Ingeniero agrénomo, UPV, Dedicacién compartida

JOSE MARIA OSCA LLUCH, 22671619J, Doctor Ingeniero agrénomo, UPV, Dedicacién compartida

NURIA LOPEZ MARTINEZ, 30523595L, Doctora en Ciencias Quimicas, USevilla, Dedicacidn Unica

MONICA LOPEZ MARTINEZ, 307988095, Licenciada en Biologia, Jardin Botanico de Cérdoba, Dedicacién compartida
SILVIA CONSOLA MARCO, 52601439W, Licenciada en Biologia, Generalidad de Cataluia, Dedicacién compartida
JOSEP MARIA LLENES ESPIGARES, 78093631Y, Ingeniero Agrénomo, Generalidad de Catalufia, Dedicacién
compartida

Becarios:

IGNACIO AMARO BLANCO, 80085714, Ingeniero Agronomo, CICYTEX, Dedicacién Unica
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| OBJETIVOS, PLANTEAMIENTO Y DESARROLLO DEL PROYECTO |

Las principales areas productoras de arroz en Espafia se identifican con dos modelos diferentes: 1) las areas
tradicionales constituidas sobre todo por la Comunidad Valenciana, Cataluiia, Aragdn y Murcia; en estas zonas
predomina la variedad japdnica y la estructura de produccidon es de menor dimensién y 2) las nuevas dareas
productoras, constituidas por las zonas arroceras de Andalucia y Extremadura; aqui predomina la variedad indica y la
estructura de la produccién es mayor. Aparte existen dreas menores como son Navarra, Baleares y Castilla La Mancha.

El género Echinochloa es una de las principales malas hierbas que afecta a las diferentes zonas de cultivo de arroz en
Espaia, mientras que Leptochloa spp. es un problema incipiente con dificil control quimico, por lo que, con seguridad,
las infestaciones seran cada vez mds frecuentes. En ambos géneros, ya han sido confirmadas resistencias en Espaina
en un proyecto anterior. No obstante, las especies concretas de cada género y la problematica de su manejo pueden
ser muy diferentes en las distintas zonas arroceras espafiolas. En ese sentido, como el equipo integrante del Proyecto
esta formado por participantes situados en las principales zonas de cultivo de Espaia, se ha realizado una evaluacion
exhaustiva de la localizacion de los posibles

Como hipdtesis de partida de investigacion aplicada se ha realizado un monitoreo de la problematica de la resistencia
de las malas hierbas Echinochloa spp. y Leptochloa spp., principalmente en el cultivo de arroz en Espafia en la
actualidad. Ademads, se han incluido muestreos de otras malas hierbas que también estan dando problemas de
resistencias como el caso de Cyperus difformis. Para este monitoreo se han identificado las dreas criticas, en base a la
informacién del proyecto anterior, la proveniente de los cuadernos de campo de las explotaciones en régimen de
Produccidn Integrada, o bien informacidn directa de observaciones de campo, por parte de agricultores/técnicos o
miembros del equipo investigador.

Como hipdtesis de investigacion bdsica se ha realizado la confirmacion de resistencias mediante ensayos de
invernadero, asi como un estudio, en los casos confirmados, del/los mecanismos/ implicado/s en la resistencia,
principalmente a nivel de sitio de accién y de metabolismo del herbicida. Se ha complementado este apartado con la
puesta a punto técnicas rapidas de confirmacion de resistencias a nivel de sitio de accion, para hacer este proceso
mas rapido y eficaz. Una vez confirmados los mecanismos de resistencia presentes, se realizaran estudios de control
alternativo con diferentes herbicidas, asi como estudios de control no quimico, todo ello necesario para prevenir o
mitigar la resistencia a herbicidas, e intentar implantar un sistema de asesoramiento al agricultor/técnico de manera
adecuada usando herramientas para desarrollar un sistema de control integrado.

Este Proyecto, aunque ha estado principalmente centrado en CICYTEX, ya que estd principalmente basado en
deteccion de mecanismos de resistencias, incluye en el equipo investigador miembros de todas las regiones arroceras:
Andalucia, Valencia, Catalufia, Navarra y Aragon.

Los objetivos han sido comunes para las diferentes zonas, ya que el objetivo principal del proyecto era el disefio de
estrategias de manejo integrado de dichas malas hierbas en las diferentes zonas arroceras, con condiciones
ambientales y de cultivo diferentes entre ellas.

Los objetivos especificos que se han llevado a cabo se detallan a continuacidn, y en el siguiente apartado se
relacionaran con los resultados obtenidos:

0.1.- MONITOREO DE RESISTENCIAS

0.2.- CONFIRMACION DE RESISTENCIA IN VIVO

0.3.- ESTUDIOS DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

0.3.1.- TS (ALS/ACCasa)

- Actividad enzimatica

- Secuenciacién de sitio de accién - Técnicas de deteccidn rapida de resistencias (dCAPS)

0.3.2.- NTS (Metabolismo)
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0.4.- ESTUDIOS DE RESISTENCIA CRUZADA Y/O MULTIPLE
0.5.- MAPEO DE POBLACIONES RESISTENTES, CORRELACION CON SISTEMAS DE CULTIVOS Y PORCENTAJE DE
MECANISMO DE RESISTENCIA

Para la coordinacidn, la IP ha realizado el seguimiento y control del cumplimiento de los objetivos segun las tareas
propuestas. Asi mismo la coordinacién, al estar implicadas diferentes zonas ha conllevado la celebracién de una
reunién anual entre investigadores de las distintas zonas. La IP tiene la responsabilidad cientifica final del proyecto y
serd por tanto el responsable ante el INIA.
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casos de resistencia encontrados en cada zona de Echinochloa spp. y Leptochloa spp.

RESULTADOS ALCANZADOS EN EL PROYECTO

En el caso de no haber sido alcanzados todos los resultados previstos, indiquese las causas.
Objetivo 1.- MONITOREO DE RESISTENCIAS

Se han realizado prospecciones en las distintas zonas arroceras (Extremadura, Valencia, Cataluia, Andalucia,
Navarra y Aragon) tanto de Echinochloa spp. como de Leptochloa spp. Se han incluido tres tipos de prospecciones:

A.- Muestras en campos donde se hayan confirmado resistencias en el proyecto anterior. Se han realizado
principalmente en Extremadura, Valencia y Andalucia, donde mds resistencias se habian confirmado en el proyecto
anterior.

B. Muestras provenientes de zonas donde se haya sospechado una falta de control; para este muestreo ha sido
clave la colaboracion de agricultores, técnicos y personal del Servicio de Sanidad Vegetal de las diferentes regiones.
Este punto, tras la primera reunidon de coordinacién del equipo investigador se decidié ampliar con la inclusién de
muestreos al azar de las distintas zonas arroceras, realizados de forma proporcional a la superficie arrocera
presente en cada zona. Esto se decidié en base a poder tener de modo mds real la distribucién de poblaciones
resistentes sin tener solo muestras de sitios problematicos.

C.- Muestras de zonas con sistemas de cultivo alternativos al tradicional, y que en algunas regiones estan siendo
ampliamente usados en los Ultimos afos: siembra en seco y sistema Clearfield. Esto se ha realizado principalmente
en Extremadura donde estos sistemas estan ampliamente distribuidos.

Las zonas donde se cogen muestras quedan georreferenciadas para un posterior seguimiento de dichas parcelas.
Ademas, se han incluido muestras que han sido enviadas por diferentes empresas (EPOs) y agricultores/técnicos de
las diferentes zonas arroceras; la mayoria de estas muestras provienen de zonas donde se ha detectado una falta
de control por el herbicida. Todas las muestras de semillas se limpian y se conservan de forma adecuada para
posterior uso; sus datos (localizacién, historial de parcela de la que vienen...) son incluidas en una base de datos
que se esta haciendo con todas las muestras recogidas y que quedan depositadas en el Banco de Semillas del Area
de Proteccidn vegetal de CICYTEX:

En total el niUmero de muestras recogidas se resume en el siguiente cuadro:

Especie
Region Echinochloa spp. Leptochloa spp.
Extremadura 90 90
Cataluiia 100 100
Aragdn 40 30
Valencia 40 40
Sevilla 80 10

Aungue no era el objetivo principal del estudio, se cogieron muestras puntuales de Cyperus difformis en aquellas
regiones donde se habia detectado falta de control, principalmente por herbicidas inhibidores de la ALS.
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Objetivo 2.- CONFIRMACION DE RESISTENCIA IN VIVO

De las distintas poblaciones recolectadas en campos problematicos, se realizaron ensayos en invernadero de
screening (con la dosis de campo recomendada para cada herbicida) para evaluar la eficacia de los principales
herbicidas autorizados en arroz en la actualidad: herbicidas inhibidores de la ALS y herbicidas inhibidores de la
ACCasa.

Para analizar los resultados se establecié una escala, basada en porcentaje de peso fresco de la parte drea de la
planta tratada con respecto al control sin tratar, la cual se detalla a continuacion:

RR (resistente): 80-100%

RS: 30-80%

SS (sensible): 0-30%

En la siguiente figura, a modo de resumen, se representa el porcentaje de poblaciones (por especie y herbicida)
perteneciente a cada uno de los grupos anteriormente expuestos en la escala:

90
80
70
60
50
40
30

20
: Bli== B
0

RS

RR SS

M Herbicidas inhibidores de la ALS Echinocloa
B Herbicidas inhibidores de la ALS Leptochloa
Herbicidas inhibidores de la ACCasa Echinocloa

Herbicidas inhibidores de la ACCasa Leptochloa

Como se puede comprobar, tanto para Leptochloa como Echinochloa los controles mas efectivos se obtienen con
herbicidas inhibidores de la ACCasa en la actualidad.

Dado el alto nimero de poblaciones incluidas en el estudio, se escogié un nimero limitado de poblaciones para
realizar ensayos de dosis respuesta a herbicidas de ambas familias. Se ponen a continuacién casos estudiados para
Echinochloa spp. y Leptochloa spp.:
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Echinochloa spp. (tomado del articulo de Amaro-Blanco et al., 2021):

Table 6. Parameter estimates from the logistic analysis of growth reduction (ED5g) of the selected resistant (R) (ALS and
ACCase-inhibiting herbicides) and susceptible (S) biotypes under increasing ALS and ACCase-inhibiting herbicide rates.

. . EDs
Herbicide Population d b (g ai ha-1) RF p-Value

ech114-10 (ACCase) (R) 99.49 211 392.29 +13.20 643.09 0.0001

Profoxydim ech3-14 (ALS) (R) 100.05 0.57 0.57 + 0.10 0.93 0.0001
ech5-09 (S) 100.05 0.65 0.61 £ 0.10 - -

Cvhalofon- ech114-10 (ACCase) (R) 97.28 2.79 817.22 + 28.85 199321 0.0001

Ybu | P ech3-14 (ALS) (R) 100.11 0.76 0.20 + 0.04 0.48 0.0001
ty ech5-09 (S) 100.23 1.07 0.41 + 0.04 - -

ech114-10 (ACCase) (R) 100.17 1.78 19.00 +1.19 2.24 0.0001

Penoxsulam ech3-14 (ALS) (R) 98.79 1.99 713.42 + 37.99 8422 0.0001
ech5-09 (S) 102.06 3.24 8.47 £ 0.34 - -

ech114-10 (ACCase) (R) 100.97 1.71 2532 + 1.1 110 0.0001

Imazamox’ ech3-14 (ALS) (R) 98.25 173 1059.40 + 42.95 46.22 0.0001
ech5-09 (S) 101.43 1.42 2292 +1.18 - -

ech114-10 (ACCase) (R) 100.02 1.68 2024 + 1.02 0.69 0.0001

Azimsulfuron ech3-14 (ALS) (R) 97.46 2.75 7370.71. + 209.04 25433 0.0001
ech5-09 (S) 101.60 1.53 2898 + 4 - -

Bueniribac ech114-10 (ACCase) (R) 98.85 3.51 322 +0.10 0.66 0.0001

)fsfél.“ ae ech3-14 (ALS) (R) 99.80 213 50.98 + 2.46 11.38 0.0001
sodium ech5-09 (S) 101.74 1.59 5.27 + 0.27 - -

Leptochloa spp (tomado de la Tesis Doctoral de Ignacio Amaro Blanco):

Tabla 35. Dosis efectiva que causa 50% de inhibicion del crecimiento (GRso) en Leptochloa spp.

frente a Profoxidim, Cihalofop-butil, Penoxsulam e Imazamox
Valores de GRs (g.i.a. ha'p

Poblacion Profoxidim  Cihalofop-Butil  Penoxsulam Imazamox
L. fascicularis
Lpg-13 (S) 073+0,18 0,25 +004 341017 213+011
Lp102-09 (ALS) (R}  1,08=0,06 0,37 =009 M243+715 14054+ 132
Lp2-16 (ACCasa) (R) 89315917 1017322298 428=021 8,04 + 0,20
RISP [ALS) 1,48 1,48 129,74 65,98
RIS [ACCasa) 122349 4069,28 1,26 3,17
L. uninervia
Lp1-13 (5) 0,87 = 0,61 0,65 +0.11 1,03 =0,15 3,13 +0,28
Lp5-14 (ALS) (R) 1,92 0,09 0,99 +012 816,25 +3799 T73254+211
RIS 2,2 1,52 792,48 234,04

il os numeros enfre parentesis de los valores GRsc representan el error estandar
RJS es el indice de resistencia para cada herbicida calculado en base a los valores de GRso

Objetivo 3.- ESTUDIOS DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA
0.3.1.- TS (ALS/ACCasa)

En las primeras anualidades del proyecto se llevaron a cabo estudios de actividades enzimaticas ALS. Como se
planteé en memorias anteriores, no se pudo realizar los ensayos de actividad enzimatica ACCasa, ya que conlleva
la utilizacién de radiactividad y se planted contratar laboratorio externo en la memoria inicial (Universidad de
Cdordoba) pero con la reduccidn de presupuesto no se pudo realizar dicha contratacion.
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Con lo cual en la Ultima anualidad del proyecto se ha realizado este estudio centrado en la secuencia de los genes
ALS y ACCasa, ensayos que si se pueden llevar a cabo en los laboratorios de CICYTEX. En las siguientes figuras se
resume, de manera grafica, los distintos dominios que han sido analizados dentro de cada gen:

Gen ALS
El gen de ALS tiene un tamafio aproximado de 2,1 kb y codifica a una proteina de entre 500-700 aminoacidos. Las
mutaciones que proporcionan resistencia ocurren generalmente en 5 dominios conservados C,A,D,By E.

0 kb 0.5 kb 1 kb 1.5 kb 2 kb
| | | | |
C A D E _E
5’ 3
o !
AFQETP
AITGQVPRRMIGT QWED
AYPGGASMEIHQALTRS IPSGG

Para la secuencia se hace en dos zonas: una contiene los dominios CAD y otra los dominios BE

Gen ACCasa

En la actualidad existen 7 codones donde se han descrito cambio de nucleétidos que dan lugar a resistencia:
11e1781, Trp1999, Trp2027, lle2041, Asn2078, Cys2088 y Gly2096.

W pazy

Vasdr G o

Para la secuencia se hace en dos zonas: una contiene el sitio ILe1781 y otra con el resto de posiciones donde se
han encontrado mutaciones.

Los resultados obtenidos se resumen, por genes/especies y regiones arroceras en la siguiente figura (tomado del
articulo de Gomez de Barreda et al., 2021):
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Figure 3. Different mutations in ALS and ACCase genes in individuals of Echinodhlon spp, Leptochioa spp., and Cyperus
difformis collected from different rice-growing areas of Spain.

En el caso de Echinochloa spp., se encontré un mayor nimero de mutaciones en el gen ALS. Las mutaciones Pro197
son el tipo de mutacidon mas frecuente en las especies de malas hierbas especies de malas hierbas. Se ha descrito
previamente una mutacién Pro197Ser en Echinochloa spp, con la confirmacién de que esta mutacion redujo la
afinidad por los inhibidores de ALS pertenecientes a las familias de las triazolopirimidinas, la
sulfonilaminocarboniltriazolinonas y las sulfonilureas. Las sustituciones en Alal22, Ser653 y Trp574 encontradas en
este trabajo, también se habian descrito previamente en poblaciones de otros lugares y confieren resistencia a los
herbicidas inhibidores de ALS en varias especies de Echinochloa.

Como se puede ver en la figura, se han encontrado menos casos de mutaciones en el gen ACCasa en Echinochloa,
y solo en dos zonas de cultivo de arroz, en ambos casos en los ultimos afios. El que haya mas casos de resistencia a
herbicidas inhibidores de la ALS puede deberse a un mayor uso de este grupo de en las diferentes zonas,
principalmente penoxsulam y bispiribac-sodio.

En Leptochloa spp. se han encontrado resistencias principalmente en la zona de Extremadura y algunos casos
aislados en la Comunidad Valenciana. La mayoria de las resistencias son a inhibidores de la ACCasa con varios

Péagina 11



MINISTERIO
¥ DE CIENCIA, '’ INIA
S EINNOVACION / _CSslIc

= AGENCIA
ESTATAL DE ,
INVESTIGACION

cambios de aminoacidos en este gen. Esta mala hierba fue descrita por primera vez en Extremadura, y es en esta
regién donde sigue siendo uno de los principales problemas. Los herbicidas inhibidores de la ACCasa (especialmente
el profoxidim) se han utilizado para controlar Leptochloa chinensis (L.) Ness, y han mostrado un importante efecto
de control en los arrozales de China. Sin embargo, el uso persistente y extensivo de profoxidim ha dado lugar a la
evolucidn de poblaciones resistentes. Las tres mutaciones encontradas en estas poblaciones han sido descritas
previamente en L. chinensis en el arroz. Esta especie también muestra resistencia a los inhibidores de ALS en
Extremadura, encontrandose varios casos de resistencia multiple a ambas familias de herbicidas, como detallamos
anteriormente en la parte de ensayos in vivo.

Los inhibidores de ALS utilizados para el control de C. difformis en los arrozales en Espaifa son principalmente
penoxsulam y bensulfuron-metil. Sin embargo, la eficacia de estos herbicidas ha disminuido significativamente en
las ultimas campafias. En las muestras de C. difformis analizadas para este estudio, el cambio Trp574Leu en el gen
ALS se encontré en muestras de diferentes zonas de cultivo de arroz. Esta mutacién ha dado lugar a una alta
resistencia en las poblaciones de C. difformis contra todas las familias de inhibidores de ALS.

En este objetivo también se han puesto a punto técnicas basadas en la PCR para una deteccién rapida de la
resistencia y que sirva para una toma rapida de decisiones, desarrollandose diferentes ensayos moleculares cada
uno detectando cualquier mutacidn que causara una sustitucién de aminodcidos en una de las posiciones donde se
han descrito mutaciones en el gen de la ALS y en el gen de la ACCasa.

Se estd utilizando la técnica PASA (PRC Amplification Specific Allele) para detectar mutaciones puntuales del ADN
gendmico utilizando para ello un primer capaz de distinguir ambos alelos debido al nucleétido presente en el
extremo 3" del primer, siendo capaz de unirse especificamente sélo a uno de los alelos. Tiene gran precision y se
puede utilizar en sistemas rapidos para una mutacién puntual causada por Unico cambio de base.

Tras la puesta a punto, se detalla el nimero de muestras utilizado utilizando esta técnica en distintas distintas zonas
arroceras:

NAVARRA: 18 (Echinochloa spp.)

CATALUNA: 100 (50 Echinochloa spp. + 50 Leptochloa spp.)

ARAGON: 40 (24 Echinochloa spp + 2 Leptochloa spp. + 14 Cyperus difformis)
EXTREMADURA: 46 (20 Echinochloa spp + 20 Leptochloa spp. + 6 Cyperus difformis)

Se han diseiado los siguientes primers, basados en las principales mutaciones descritas en la actualidad y que dan
lugar a resistencias, para uso en dicha técnica:

Cambio aminoacido Gen Especie

Trp574Leu ALS Echinochloa spp./ Cyperus difformis
Pro197Leu ALS Echinochloa spp./ Leptochloa spp.
Pro197Ser ALS Echinochloa spp./ Leptochloa spp.
llel781Leu ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp.
11e1781Thr ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp.
Trp2027Cys ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp.

Se han analizado las muestras anteriormente descritas y de ellas se han secuenciado algunas al azar para comprobar
la efectividad de la técnica y se corroboran los resultados obtenidos con la técnica PASA. A continuacidn, se muestra
un ejemplo de los resultados para lle1781Leu (ACCasa), donde con el uso de esta técnica se puede detectar de
forma sencilla y fiable la presencia de individuos resistentes (RR).
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M 16. 15. 14. 13. 12, 11.10. 9. 8 7. 6. 5 4. 3. 2. 1. RR. RR.SS. SS. M

F-R-Cont. F

Mut. F-R

Ademas del uso de la técnica PASA, y aunque no estaba previsto en la memoria inicial, se han utilizado técnicas de
PCR combinadas con enzimas de restriccion para aquellos casos donde la técnica PASA no ha funcionado
adecuadamente. En la siguiente tabla se detallan las enzimas de restriccidon utilizadas:

Cambio aminoacido Gen Especie Enzima de restriccion
Trp574Leu ALS Echinochloa spp./ Cyperus difformis Btsl-TspRI/Mfel
Pro197Leu ALS Echinochloa spp./ Leptochloa spp. Faul

Pro197Ser ALS Echinochloa spp./ Leptochloa spp. Sdul

llel781Leu ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp. Apol

11e1781Thr ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp. -

Trp2027Cys ACCasa Echinochloa spp./ Leptochloa spp. Brsl

A continuacion, se muestra un ejemplo de los resultados para lle1781Leu (ACCasa), donde con el uso de esta
técnica se puede detectar de forma sencilla y fiable la presencia de individuos resistentes (RR), realizando la
digestion con la enzima de restriccion Apol:
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Tamaiio del producto de PCR: 475bp
Tamafios esperados tras digestion: SS: 475bp
RR: 261bp + 214bp

RS: 475bp + 261 + 214bp

M ENA11 ENA14 ENA22 ECAGE.CA23 ECA46 LpCA3 LpCA9 LpCA36 E.ZGZ2 EHU6 LpZGZ8 RR RR SS SS M

I Producto de PCR: 399bp (zona

Zona BE anterior + Apol

Los mejores resultados obtenidos con la utilizacidn de estas técnicas, han sido para las posiciones Pro197, Trp574
(ALS) e Ile1781 (ACCasa). En un futuro habria que seguir trabajando en estas técnicas de deteccién rapida de
mutaciones, para poder dar cabida a todas las que hay descritas hasta ahora.

0.3.2.- NTS (Metabolismo)

Se han realizado estudios para confirmar, de manera indirecta, el metabolismo del herbicida como mecanismo
responsable de la resistencia, en concreto del citocromo P450. Para ello se aplicé malation (inhibidor del citocromo
P450), previamente a la aplicacién de los herbicidas en los ensayos in vivo.

En la siguiente tabla se detallan algunas de las poblaciones (Na29, Nach23, Nav21, Se24) donde se ha podido
confirmar, de manera indirecta usando malation, que el metabolismo es el mecanismo responsable de las
resistencias presentes. En ellas se puede observar donde una aplicacién previa al tratamiento (en especial en el
caso de penoxsulam), aumenta el control con respecto al tratamiento con herbicida solo, lo cual indica la
implicacion del metabolismo como causante de la resistencia a este herbicida en dichas poblaciones de Echinocloa

Spp.
ID Tratamiento % peso respecto al control
Ech 16-134 Control 100
Ech 16-134 Penoxsulam _
Ech 16-134 Penoxsulam + malation
Ech 16-134 Cihalofop 12,24
Ech 16-134 Cihalofop - malation 13,47
Nav 29 Control 100,00
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Nav 29 Penoxsulam 89,13
Nav 29 Penoxsulam + malation 31,30
Nav 29 Cihalofop 9,56
Nav 29 Cihalofop - malation 16,80
Nach 23 Control 100,00
Nach 23 Penoxsulam 63,50
Nach 23 Penoxsulam + malation 31,94
Nach 23 Cihalofop 35,93
Nach 23 Cihalofop - malation 37,45
Nav21 Control 100,00
Nav21 Penoxsulam 73,90
Nav21 Penoxsulam + malation 34,88
Nav21 Cihalofop 23,00
Nav21 Cihalofop - malation 17,05
Nach9 Control 100,00
Nach9 Penoxsulam 75,82
Nach9 Penoxsulam + malation 57,51
Nach9 Cihalofop 4,21
Nach9 Cihalofop - malation 10,99
Se24 Control 100,00
Se24 Penoxsulam 51,73
Se24 Penoxsulam + malation 12,03
Se24 Cihalofop 24,05
Se24 Cihalofop - malation 12,03

Los casos de metabolismo como mecanismo implicado a la resistencia a herbicidas se han detectado principalmente
en poblaciones de Echinochloa spp. provenientes de Extremadura, Navarra y Sevilla.

Objetivo 4.- ESTUDIOS DE RESISTENCIA CRUZADA Y/O MULTIPLE

Dentro de este apartado, una vez caracterizadas las poblaciones resistentes y el mecanismo responsable de la
resistencia se hacen tratamientos (a dosis recomendadas de campo) con herbicidas alternativos que hay
autorizados en la actualidad en el cultivo. Estos datos quedan reflejados en los apartados anteriores.

Durante el periodo en el que se ha desarrollado el trabajo, dos herbicidas con modo de accidn alternativo han sido
autorizados en el cultivo del arroz en Espafia: florpyrauxifen-benzyl (autorizado desde 2021) y benzobiciclon
(autorizacion excepcional 2021). Con las empresas propietarias de estos herbicidas, Corteva Agriscience y GOWAN
Crop Protection, respectivamente se llegado a acuerdo para evaluar la eficacia de estas materias activas en
poblaciones resistencias a herbicidas inhibidores de la ALS y/o ACCasa de Leptochloa spp., Echinochloa spp. y
Cyperus difformis.

En las siguientes gréficas se resumen los principales resultados obtenidos. En la primera grafica se puede observar
el efecto de florpyrauxifen-benzyl (comercializado en Espafia como Loyant®), asi como su mezcla con otro herbicida
(se prevé una nueva formulacién con esta mezcla) frente a poblaciones de Echinochloa spp. de diferentes regiones
arroceras:
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Tal y como se observa en la figura, florpyrauxifen-benzyl proporciond un control significativamente mayor que la
referencia ALS en Echinochloa spp. resistente a ALS procedente de cualquiera de las cuatro zonas arroceras
indicadas. Esta eficacia se incrementa cuando este herbicida se mezcla con un herbicida inhibidor de la ALS.

A continuacion, se muestran los resultados (como porcentaje de control) obtenidos para dos poblaciones de
Cyperus difformis (procedentes de Sevilla y Extremadura) con resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS tratados
con benzobiciclon (comercializado en Espafia como Avanza®) a la dosis de campo:

120
100
80
60
40

20
, ]
Penoxsulam Bensulfuron-metil Benzobiciclon

B Cyp-Extl Cyp-Sev7

Como se puede observar en la grafica, las eficacias de los herbicidas penoxsulam y bensulfurén-metil fueron
menores del 15% en las dos poblaciones estudiadas. Utilizando benzobiciclén la eficacia fue superior al 98% en
ambos casos.
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Objetivo 5.- MAPEO DE POBLACIONES RESISTENTES EN LAS DIFERENTES REGIONES ARROCERAS, MECANISMOS
DE RESISTENCIA Y SU RELACION CON POSIBLES RESISTENCIAS CRUZADAS/MULTIPLES.

Como resultado final de este proyecto, se ha podido confirmar la presencia de resistencias en las distintas zonas
arroceras a los herbicidas mayoritariamente utilizados en arroz (inhibidores de la ALS y de la ACCasa). Se esta
haciendo un mapa mads completo incluyendo todas las coordenadas de los muestreos donde se ha confirmado
resistencia. A modo de resumen se ha hecho esta figura, que indica las principales resistencias encontradas por
especie incluida en el proyecto, asi como los principales mecanismos implicados.

HIBIDORES ALS (sitio de accion)

INHIBIDORES ALS (sitio de accidn)
INHIBIDORES ALS (sitio de accidn)

Alisma-INHIBIDORES ALS (sitio de accién)

Echinochloa-INHIBIDORES ALS [sitio de accién; Y } ) (sitio de accion)
metabolismo) 1 R3I6H 3 y IBIDORES ALS (sitio de accién)
Cyperus-INHIBIDORES ALS (sitio de accién)
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INFORMACION CIENTIFICA Y TECNICA PROPORCIONADA POR EL
PROYECTO. POSIBLES APLICACIONES

Los resultados de este proyecto corroboran la presencia de resistencia a los herbicidas mas utilizados en el cultivo
del arroz en Espaiia (inhibidores de ALS y ACCasa), en muchos casos por resistencia tipo TSR (Target Site Resistance),
aunque ya se han confirmado casos en Echinochloa spp. de resistencia debidas a NTSR (Non target Site Resistance),
en concreto por metabolismo, principalmente en las zonas de Extremadura, Navarra y Sevilla. Extremadura es
actualmente la regidn arrocera espafiola con mayores problemas en en cuanto a presencia de malas hierbas y casos
confirmados de resistencia. El uso de alternativas cuando el problema esta muy avanzado puede provocar cambios
drasticos en los sistemas tradicionales. El ejemplo de Extremadura es destacable ya que, debido principalmente a
los graves problemas causados por las malas hierbas, la superficie de cultivo de arroz de secano de siembra directa
se acerco al 80% del total en la ultima campaiia de arroz. Sin embargo, también hemos comprobado que estos
cambios en los métodos de cultivo no deben ser definitivos ya que, a largo plazo, la repeticién en los mismos
sistemas de cultivo acabard causara problemas similares. Los esfuerzos concertados de concienciacién sobre la
resistencia a los herbicidas, y la aplicacidon de un programa eficaz de gestidn integrada de las malas hierbas, son
necesarios

Tanto la confirmacién de resistencias, como los mecanismos responsables de la resistencia (en este proyecto se ha
desarrollado técnicas de deteccion rapida que facilitardn el proceso) podrdn ser aplicados para el desarrollo de
técnicas de manejo integrado, asi como para la toma de decisiones en organismos oficiales (por ej. esta informacion
se ha aportado a diferentes Servicios de Sanidad Vegetal como apoyo a la toma de decisiones sobre posibles
autorizaciones excepcionales de materias activas herbicidas).

La posibilidad de que aparezcan nuevos herbicidas con modos de accién alternativos en un corto espacio de tiempo
parece muy limitada. Para evitar un aumento desproporcionado aumento desproporcionado de las resistencias,
que podria poner en peligro la viabilidad del cultivo, es necesario llevar a cabo una serie de medidas para la correcta
gestidn de este importante problema. Esta situacién requiere un uso mas adecuado de las estrategias alternativas
disponibles, incluyendo diferentes estrategias para cada escenario arrocero (escala de campo), ya que la interaccion
entre el cultivo de arroz y el manejo de las malas hierbas dicta la evolucion de la resistencia a los herbicidas. Ademas,
la diversificacion de los cultivos y de las practicas de gestidon de las malas hierbas, haciendo hincapié en las tacticas
de control de las malas hierbas no quimicas (son herramientas importantes para el manejo proactivo de las malezas
resistentes a los herbicidas

En este proyecto, ademds de la realizacidn de ensayos con las dos Unicas nuevas materias activas alternativas que
hay a dia de hoy para el cultivo de arroz, cuyos datos han sido presentados el grupo que coordina uno de los
investigadores (Gabriel Pardo, CITA) ha realizado ensayos de estrategias alternativas a herbicidas, como puede ser
la realizacion de rotacién de cultivos dentro de un sistema de manejo integrado (incluido en articulo Pardo et al.,
2021).

Los resultados obtenidos aqui son la base para la continuacion de futuras investigaciones. No hay que olvidar que
el cambio climatico global inducird temperaturas mas altas y una disponibilidad limitada de agua, lo que
generalmente favorecerd a los C4 (por ejemplo, Echinochloa spp.) frente a las plantas C3 (por ejemplo, el arroz).
Ademas, una de las consecuencias negativas del aumento de la temperatura y de los niveles de CO2 podria ser la
aceleracién de la evolucion de de la resistencia de las malas hierbas a los herbicidas, y mas concretamente de la
resistencia tipo NTSR, por lo cual habrd que seguir profundizando en este tipo de resistencia, especialmente el
metabolismo.

En resumen, es de gran importancia conocer la situacidn de la resistencia que encontramos en nuestros arrozales,
y un seguimiento de su evolucidén nos ayudara a decidir qué métodos fitosanitarios, culturales o de cultivo debemos
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adoptar. Cada zona arrocera zona de cultivo de arroz en Espafia tiene unas caracteristicas diferentes, en funcién
del tipo de clima, suelo, disponibilidad de agua disponibilidad de agua, etc., y puede requerir estrategias diferentes.
Sin embargo, también se han encontrado medidas que pueden ser aplicables a todas o a la mayoria de las regiones
arroceras de Espafia.

Este estudio fue reflejado en un articulo (Gomez de Barreda et al., 2021) donde se presenta una revisidn de las
principales caracteristicas del cultivo del arroz en Espafia, haciendo hincapié en los problemas actuales de este
cultivo y en el manejo de las malas hierbas resistentes a los herbicidas.
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| FORMACION DE PERSONAL EN RELACION AL PROYECTO

Describir brevemente las actividades de formacion relacionadas con el proyecto. En caso de tesis doctorales
indicar para cada una de ellas: titulo, nombre del doctorando, director de tesis, universidad y facultad o
escuela, fechas de comienzo y de lectura, y calificacion obtenida.

TESIS DOCTORAL:

Resistencia de malas hierbas a herbicidas en el cultivo del arroz y en cultivos lefiosos: estudios de mecanismos de
resistencia.

Doctorando: Ignacio Amaro Blanco

Directores de Tesis: Maria Dolores Osuna Ruiz (CICYTEX)-Julio Menéndez Calle (Universidad de Huelva).
Universidad de Extremadura

Fecha: 12 septiembre 2019.

Sobresaliente Cum Laude (Doctorado Europeo)

Ademas de este trabajo, informacidn procedente de este proyecto ha sido incluida en diferentes trabajos fin de
master realizados en la Universidad de Sevilla, Universidad de Valencia y CICYTEX.

Por otra parte, han sido numerosos los alumnos que han formado parte de los ensayos dentro de su formacién en
practicas.
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PATENTES, OBTENCIONES Y OTROS TIiTULOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

Especificar para cada patente, obtencidn u otro titulo de propiedad industrial los siguientes datos: namero,
autor(es), denominacién, entidad titular de la patente, obtencién o titulo, pais de registro, fecha y situacion
actual.
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PUBLICACIONES: ARTICULOS CIENTIFICOS

Especificar para cada articulo cientifico los siguientes datos: autor(es), afio, titulo, nombre de la revista,
idioma, volumen, nimero, y paginas.

En el caso de aquellas publicaciones que estén en tramitacién y ain no hayan sido publicadas, indicar
Unicamente la situacion en la que se encuentra la publicacién.

Adjuntar separata o ejemplar de cada articulo cientifico descrito (0 enviar escaneado en PDF a través del
sistema telematico)

1.- Amaro-Blanco, |.; Romano, Y.; Palmerin, J.A.; Gordo, R.; Palma-Bautista, C.; De Prado, R.; Osuna, M.D. Different
Mutations Providing Target Site Resistance to ALS- and ACCase-Inhibiting Herbicides in Echinochloa spp. from Rice
Fields. Agriculture 2021, 11, 382. https://doi.org/10.3390/ agriculture11050382

2.- Gémez de Barreda, D.; Pardo, G.; Osca, J.M.; Catala-Forner, M.; Consola, S.; Garnica, |.; Lépez-Martinez, N.;
Palmerin, J.A.; Osuna, M.D. An Overview of Rice Cultivation in Spain and the Management of Herbicide-
ResistantWeeds. Agronomy 2021, 11, 1095. https://doi.org/ 10.3390/agronomy11061095

3.- Pardo, G.; Mari, A.l.; Aibar J.; Cirujeda, A. Do Crop Rotations in Rice Reduce Weed and Echinochloa spp.
Infestations? Recommendations for Integrated Weed Control. Agronomy 2021, 11, 454. https://
doi.org/10.3390/agronomy11030454
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| PUBLICACIONES: ARTICULOS DE DIVULGACION

Especificar para cada articulo de divulgacion los siguientes datos: autor(es), afio, titulo, nombre de la
revista, volumen, nimero, y paginas.

En el caso de aquellas publicaciones que estén en tramitacion y aln no hayan sido publicadas, indicar
Unicamente la situacion en la que se encuentra la publicacién.

Adjuntar separata o ejemplar de cada articulo de divulgacion descrito (o enviar escaneado en PDF a través
del sistema telematico)

MD Osuna, Y Romano, R Gordo, T Cabanillas, A de Santiago JA Palmerin, JM Quiles Problematica de las malas
hierbas en el cultivo del arroz en Extremadura. 2020. Agricultura 60-64

MD. Osuna, A De Santiago, JM Quiles, JA Palmerin. Situacién actual de las resistencias a herbicidas en el cultivo
de arroz en Espafia. 2021. Phytoma 328, 26-30.

JA Palmerin, JM Quiles, A De Santiago, y MD Osuna Estrategias de control de malas hierbas en el cultivo de arroz
en Extremadura. 2021. 328, 34-37.
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| PUBLICACIONES: LIBROS, CAPITULOS DE LIBROS Y MONOGRAFIAS |

Especificar para cada libro, capitulo de libro o monografia los siguientes datos: autor(es), titulo, editorial,
pais de edicién, idioma, afio y paginas.

En el caso de aquellas publicaciones que estén en tramitacién y ain no hayan sido publicadas, indicar
Unicamente la situacion en la que se encuentra la publicacién.

Adjuntar separata o ejemplar de cada libro, capitulo de libro o monografia descrita (o enviar escaneado en
PDF através del sistema telematico)
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TRABAJOS PRESENTADOS A CONGRESOS, REUNIONES, SIMPOSIOS,
RELACIONADOS CON EL PROYECTO

Especificar para cada trabajo: autor(es), afio, titulo, denominacién, lugar de celebracion, fecha, editor,
volumen y péaginas.

Adjuntar separata o ejemplar de cada articulo cientifico descrito (o enviar escaneado en PDF a través del
sistema telematico)

4.Febrero.2021: Comité Prevencion Resistencia a Herbicidas (online)
Comunicacién oral: Actualizacion sobre el estado de las resistencias en Extremadura

11.Febrero.2021: Resistencias en arroz y perspectivas futuras (Phytoma Meets, online)

Jornadas organizadas en conjunto con Phytoma

Enlaces:

https://www.youtube.com/watch?v=1JVEJCmvpcg
http://cicytex.juntaex.es/es/eventos/661/phytoma-meets-resistencias-en-arroz-y-perspectivas-futuras-11-de-
febrero-de-2021
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OTROS TRABAJOS DE DIFUSION DE RESULTADOS
(No incluidos en epigrafes anteriores)

Han existido reuniones o participacion en jornadas donde se ha realizado la presentacién de resultados obtenidos
en este proyecto. Se consideran dentro del epigrafe “otros trabajos de difusién” ya que no existe trabajos
publicados de los trabajos presentados. A continuacién, se realiza un resumen de las principales actividades
organizadas:

05.03.2019. Control de malas hierbas en arroz. Casos confirmados de resistencia en Espafia. Jornada Técnica del
cultivo del arroz. Sueca (Valencia)

29.03.2019. RESISTENCIA DE MALAS HIERBAS EN EL ARROZ. Il Jornadas del arroz y las aves en el arrozal. Palazuelo
(Badajoz)

5.04.2019. Mecanismos de resistencia de malas hierbas a herbicidas. Clase impartida a alumnos Master Ingenieria
Agraria, UNEX. Badajoz.

21. 11. 2019. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADAS A LA MALHERBOLOGIA. Clase impartida a alumnos
Master de Biotecnologia, UNEX. Badajoz.

03.12.2019. Resistencia a herbicidas en malas hierbas de arroz. Alternativas de Control. Jornada Arroz Empresa
CORTEVA. La Rinconada, Sevilla.

15.01.2020. Situacidn actual de las malas hierbas resistentes en el cultivo del arroz. Jornadas dirigidas a
técnicos empresa BASF. Sevilla.

21. 07.2020. Situacion actual de las malas hierbas resistentes en el cultivo del arroz. Jornadas organizadas por
empresa Gowan.

25.11.2021. Deteccidn de biotipos de malas hierbas resistentes a herbicidas. El caso de las malas hierbas de arroz.
Master PIC Universitat de Lleida. Online.
Durante 2020-2021. Curso para identificacion de malas hierbas en cultivos. 6 ediciones (tedrico y practico) Empresa

CORTEVA.

Se han realizado reuniones periddicas con personal de Sanidad Vegetal y de los diferentes entes que actuaron
como EPOs en este proyecto.
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PARTICIPACION EN PROYECTOS DEL PROGRAMA DE I+D DE LA UE
Y/O EN OTROS PROGRAMAS INTERNACIONALES EN TEMAS
RELACIONADOS CON ESTE PROYECTO

Indique programa, tipo de participaciéon y beneficios para el proyecto.
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PROYECTOS COORDINADOS
(arellenar sdlo por el investigador principal del proyecto)

Describa el nivel de la coordinacién entre subproyectos, y los resultados de dicha coordinacién en relacion
a los objetivos globales del proyecto.

A pesar de que no es un proyecto coordinado, el equipo investigador esta compuesto por investigadores de distintas
zonas, por lo cual se ha realizado diferentes reuniones de coordinacién donde han estado presentes los
investigadores que componen el equipo investigador:

26.07.2019. Reunidn en Valencia (ETSIA), donde estuvimos presentes los siguientes investigadores participantes
del proyecto:

- José Maria Osca (Universidad de Valencia)
- Nuria Lépez (Universidad de Sevilla)

- Mar Catald (IRTA)

- Gabriel Pardo (CITA)

- Diego Gémez (Universidad de Valencia)

- Dolores Osuna (CICYTEX, IP)

03.07.20. Reunidn via Zoom, donde estuvimos presentes los siguientes investigadores participantes del proyecto:

- José Maria Osca (Universidad de Valencia)
- Nuria Lopez (Universidad de Sevilla)

- Mar Catald (IRTA)

- Gabriel Pardo (CITA)

- Diego Gémez (Universidad de Valencia)

- Dolores Osuna (CICYTEX, IP)

06.05.2021. Reunidn via Zoom, se adjunta pantallazo.
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Reunion INIA-6mayo

b\

NURIA LOPEZ MARTINEZ
4

?T B

En esta reunidon se concretaron los ensayos a realizar en cada zona, se establecieron los protocolos comunes a
seguir en las distintas zonas, y como se coordinarian los ensayos que estan centralizados en uno de los Centros
participantes (por ej. Analisis de ADN en el CICYTEX).

Ademas, ha existido un contacto constante via correo electrénico entre todos los componentes de los diferentes
grupos de investigacion que componen el equipo investigador del Proyecto.
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FINANCIACION RECIBIDA DE OTRAS ENTIDADES U ORGANISMOS

PARA EL DESARROLLO DEL PROYECTO

En caso de recibir FINANCIACION DE OTRAS ENTIDADES U ORGANISMOS para el
desarrollo del proyecto, rellenar el siguiente cuadro:

ENTIDAD U ORGANISMO

ANO

CONCEPTO

Euros
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CIRCUNSTANCIAS QUE HAN LIMITADO EL DESARROLLO  DEL
PROYECTO

1. De caracter cientifico

Debido al confinamiento por el COVID, de marzo a junio del 2020, no se pudo ejecutar parte de los trabajos
correspondientes a dicho periodo de esta anualidad, porque la campafia ya estaba avanzada cuando pudimos
retomar las actividades laborales, una vez finalizado el estado de alarma. Por ello se solicitd una prorroga en la
ejecucion del proyecto hasta el 31/12/21, la cual fue concedida.

2. De gestion

En las primeras anualidades, ha sido dificil la gestidon de gastos ejecutados por personal pertenecientes a otros
Centros de Investigacidon-Universidad, ya que era la primera vez que se ejecutaba un proyecto coordinado por
CICYTEX y donde la mayoria del personal del equipo investigador perteneciera a otras entidades de fuera de la
Comunidad Auténoma.

3. Desviaciones con respecto a lo aprobado

- En el equipo investigador

Aungue no se procedié a dar de baja al no pertenecer al equipo investigador, la técnica Yolanda Romano dejo de
ejercer actividades en este proyecto desde septiembre del 2020 debido a que dejo de formar parte del grupo de
investigacion de la doctora Maria Dolores Osuna Ruiz.

- De asignacién presupuestaria

Con fecha del 13/12/2017 se realizd la siguiente peticidn:

Debido a que en el informe de evaluacion se ha dado el visto bueno al proyecto, destacando que es una propuesta
viable y factible, dandose el visto bueno a la metodologia propuesta de trabajo y ya que el presupuesto se ajustd
lo maximo posible (es un solo proyecto, pero hay muchas zonas geograficas implicadas) y que no se ha comentado
nada en el informe sobre dicho presupuesto, se considera que deberia realizarse un ajuste en el plan de ejecucién
para que los resultados sean lo mas adecuados al objetivo general inicialmente planteado en el proyecto. Para ello,
se plantean 2 posibles opciones:

a) Una reduccion en el nimero de muestreos por zona que hagan posible disminuir costes en los diferentes
apartados del plan de trabajo propuesto en la memoria original.

b) Un incremento del presupuesto, donde al menos haya dinero para cubrir de forma correcta aquellos
servicios que deben ser contratados de forma externa y que son bdasicos para la correcta ejecucién del
proyecto (ensayos de campo, secuenciacion y ensayos de radiactividad). Ello conllevaria un incremento en
el presupuesto de 15.600 euros en total (7500 euros destinados a secuenciacion, 4500 a contratacion de
fincas externas y 3600 a ensayos de metabolismo con radiactividad)
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Dado que no se recibiod respuesta, pero no hubo incremento en la partida presupuestaria solicitada en el apartado
b, consideramos que para el plan de ejecucidn se seguira lo argumentado en el apartado a).

- En el Plan de trabajo
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