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INTRODUCCION AL PROBLEMA

En arroz (Oryza sativa L.) la temperatura minima para el crecimiento se considera en 10
oC (Yoshida, 1981) y para el caso de la germinacién, la temperatura optima se encuentra entre
20y 35°C (Yoshida, 1981) siendo la temperatura critica minima 10°C y la maxima 45°C (Yoshida,
1981). En Argentina, extensas dreas arroceras se encuentran sometidas a bajas temperaturas al
inicio de la temporada de crecimiento y al final del ciclo del cultivo. En dichas zonas, la
temperatura minima media en las etapas vegetativas mas tempranas promedia los 139C (Livore,
2006).

Las bajas temperaturas condicionan el proceso de germinacién, disminuyendo Ia
velocidad de absorcion de agua, la activacidn enzimatica y la divisidon y elongacién celular
(Basuchaudhuri, 2014).

Por lo tanto, el mejoramiento de arroz por tolerancia a frio en estadios tempranos se
vuelve importante en el desarrollo de nuevos materiales para realizar siembras tempranas.

Actualmente, el uso del mapeo por asociacidén del genoma completo (GWAS) se usa cada
vez mas en la identificacion de genes asociados con caracteres fenotipicos de interés. Esta
técnica estd basada en el desequilibro de ligamiento y en las recombinaciones histdricas de una
poblacién para mapear regiones o genes. En arroz se ha utilizado para estudiar la tolerancia a
Aluminio (Famoso et al., 2011); tolerancia a salinidad (Kumar et al., 2015), la morfologia de
grano, planta y raices (Biscarini et al., 2016) y longitud de grano (McCouch et al., 2016) entre
muchos otros caracteres.

Por otro lado, en el caso de la germinacidn a bajas temperaturas, es importante conocer
las caracteristicas climaticas de la region objetivo para que los protocolos de fenotipado reflejen
las condiciones reales, de lo contrario, se podrian identificar genes que luego no sean
importantes en las condiciones de cultivo y por lo tanto no resulten efectivos los marcadores
desarrollados para el proceso de mejora.

Entonces, el objetivo de este proyecto es identificar genes o regiones gendmicas
asociadas a tolerancia a frio en estadio de germinacién mediante mapeo de asociacién como
asistencia al mejoramiento del programa Arroz del INTA-Concepcidn del Uruguay.

OBIJETIVOS
Para el cumplimiento del objetivo general, el plan de trabajo se dividié en 3 etapas.

A. Establecer una metodologia de evaluacidon adecuada para la regidn obijetivo.
B. Realizar el fenotipado de un panel de diversidad en base a la metodologia especifica.
C. Llevar a cabo el mapeo de asociacidon para identificar los genes involucrados.

LOGROS Y OBJETIVOS ALCANZADOS

Durante el desarrollo de este proyecto se cumplieron las dos primeras etapas
exitosamente, restando la tercera etapa.



A. Desarrollo de la metodologia de evaluacion

Como primer paso, se realizd una investigacion climatica de la region objetivo para
conocer las temperaturas del suelo para siembras tempranas en arroz en el area de influencia
de la EEA Concepcidn del Uruguay. Se utilizaron datos de temperatura a 5 cm de profundidad
obtenidos de la estacidn meteorolédgica de EEA para el periodo de 2003 a 2011 durante los
meses de septiembre y octubre. Ademas, se utilizaron datos horarios de 2018 para establecer la
variacién de la temperatura durante el dia.

El periodo seleccionado para la metodologia de evaluacién fue la primera quincena de
septiembre, cuya temperatura media fue de 15.1°C (Figura 1). El rango de temperatura de
trabajo fue de 17°C de maxima y 13°C de minima con un perfil horario como se muestra en la
figura 3.
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Figura 1. Temperaturas medias diarias a 5 cm de profundidad de suelo. 2003-2011 EEA INTA
Concepcién del Uruguay.
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Figura 2. Distribucién de probabilidades de Temperaturas. Base de datos 2003-2011 EEA INTA
Concepcidn del Uruguay.
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Figura 3. Ciclo térmico establecido para la metodologia de evaluacion.

Como se observa en la figura 2, la probabilidad de ocurrencia de temperaturas por
debajo de 15°C es del 51% en la primera quincena de septiembre y 20% en la segunda quincena.
Para poner a punto la metodologia, se utilizé un grupo de cultivares y lineas promisorias
gue se ensayaron en camara de germinacién en laboratorio y bajo condiciones ambientales en
umbraculo, registrando se las temperaturas del suelo con un datalloger.

Los materiales utilizados fueron:

Puita
Guri

Memby-Pord

Cr1056
Sur 15
Cr1204
ECR78
Cr741

Las variables medidas en laboratorio fueron: semillas germinadas, longitud y peso fresco
de radicula y coledptile, a 14 y 21 dias después de iniciado el ensayo.
En el ensayo a campo se midieron las siguientes variables: plantas emergidas y altura de
planta a 14, 21y 28 dias y peso seco a 28 dias.
En las tablas 1y 2 se presentan las medias de las variables evaluadas en el ensayo de

laboratorio y del ensayo a campo, respectivamente.

Genotipo Sli Lon1g4Rad LorﬁCoI PesoRad14 PeslcleoI i? LonzglRad Lor;g1CoI PesoRad21 Pe5201C0I
Guri 9 22,9 9,7 6,0 10,6 8 33,9 24,7 7,3 19,7
Memby Pora 10 23,4 10,5 7,7 14,2 9 39,0 27,9 8,3 26,6
Cr 1056 10 25,0 12,6 5,4 18,0 10 43,0 25,3 13,3 30,4
SUR-15 10 23,0 9,4 5,5 9,4 10 46,5 27,4 11,2 24,9
Cr 1204 6 13,9 11,2 2,7 10,4 5 27,8 25,8 7,5 27,4
ECR 78 7 20,8 12,4 4,5 11,8 6 30,2 26,5 10,0 28,6
Cr741 9 21,3 11,1 5,7 12,7 10 33,1 26,0 10,2 26,8
Puita 9 29,0 12,1 7,4 15,1 10 43,6 31,1 8,3 25,7

Tabla 1. Valores medios de los parametros medidos en laboratorio.
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Genotipo Altura 14 DDS Altura 21 DDS . Altura 28 DDS PMS/Plantula
Conteo Conteo Final
Guri 42 17,8 42 59,1 46 75,0 9,1
Memby Pora 36 20,0 44 57,3 45 81,4 10,4
Cr 1056 44 22,0 44 64,9 45 88,9 13,7
SUR-15 40 17,5 46 61,2 46 93,6 16,6
Cr 1204 22 19,6 27 63,9 27 90,8 12,7
ECR78 32 21,9 38 64,4 39 86,6 12,8
Cr741 40 18,2 42 55,5 43 71,5 8,7
Puita 36 20,8 40 56,9 41 86,0 9,6

Tabla 2. Valores medios de los pardmetros medidos a campo.

Una vez obtenidos los valores de las variables correspondiente a cada ensayo, se realizd
un analisis de correlacion entre estos parametros con el objetivo de evaluar cuales son los mas
importantes para tener en cuenta en la realizacion del analisis del panel de diversidad.

Tabla 3. Matriz analisis de Correlacion.

p-valor Correlacién Lab * Campo

L°"1gfad 0,29 3,10E-04 0,01 0,01 0,18 0,65 059 038 031 073 048
L°”1iC°' 0,87 9,40E-05 0,51 0,94 0,34 0,04 3’22E' 0,15 041 092
Peslo:ad 0,02 0,05 0,13 0,99 079 | 064 007 014 011
Pes&“' 018 08 015 0,13 4’325 075 093 062
L°”ffad 0,02 0,02 063 | 068 053 029 025
L°"2glc°' 028 006 |[059 027 053 064
Pesz"lRad 1,70E-03| 0,16 0,13 0,17 0,02
PesoColl s 031 02 033
21
BT v o
gtggas 1,50E-07
PMS




En la tabla 3 se presentan los p-valores correspondientes al analisis de correlacién entre
las variables de laboratorio y las de campo. En resumen, entre la variable LongCol 14
(laboratorio) y la variable Altura 14 DDS (campo) existe una correlacion fuerte y significativa. El
coeficiente de Pearson para esta correlacion es 0.91, con un p-valor de 0.00036. En la figura 4
se representa la relacion entre ambas variables.
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Figura 4. Gréfico de dispersion variables laboratorio*campo.

B. Evaluacion del panel de diversidad

Una vez desarrollada y validada la metodologia de evaluacidn, se realizé el andlisis del
panel de diversidad.

El Rice Diversity Panel (RDP-1) es una coleccién global de mas de 400 accesiones de
Oryza Sativa que se encuentran secuenciadas. En el RDP-1 estdn representadas las cinco
subpoblaciones mds importantes de los grupos varietales INDICA y JAPONICA.

Este panel se multiplic6 en EEA Concepcién del Uruguay, lograndose multiplicar
exitosamente alrededor de 350 materiales. Las accesiones de este panel proceden de diversas
regiones del planeta y la multiplicacién en escala debe realizarse en invernadero por lo que no
todas las lineas llegan a completar el ciclo. Para los analisis de GWAS se requiere un minimo de
200 accesiones y esos requerimientos se lograron en el desarrollo de este proyecto.

La temperatura de ensayo para frio fue 17°C de maximay 13°C de minima con una media
de 15°C respetando el principio de igualar la suma térmica a los datos climaticos. El control se
realizd a 28°C. Se midié en frio a 14 y 21 dias mientras que en control se realizaron mediciones
a 7 dias. Los parametros medidos fueron los mismos que en ensayo anterior para las condiciones
de laboratorio. Se realizaron mediciones por triplicado con un nimero de 10 semillas por
replicado y por cada tiempo de medicidn. Todas las semillas fueron tratadas con calor (50°C
durante 5 dias) para eliminar la dormancia.

El nimero de accesiones evaluadas del panel de diversidad hasta este momento fueron
271 en control, 246 a 14 dias y 219 a 21 dias. En la tabla 4 se detalla el nimero de lineas
evaluadas por subpoblacidn y a continuacion la grafica y analisis para los parametros de longitud
del coledptilo a 14 dias de frio (ARO: aromaticos; AUS: aus; IND: indica; TEJ: japdnica templado;
TRJ: japdnica tropical).



Subpopulation group (PCA) Control 14 Frio 21 Frio

ARO 10 9 8
AUS 49 47 39
IND 65 58 48
TEJ 75 67 72
TRJ 72 65 52
TOTAL 271 246 219

Tabla 4. Niumero de accesiones evaluadas por subpoblacion.
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Figura 5. Longitud de coleoptile 14 frio en funcion de las lineas por subpoblacién. ANOVA
longitud promedio para cada subpoblacién (p-valor= 0.0001).

Se observan diferencias significativas entre grupos, siendo la subpoblacién Japdnica
Templada la de mejor comportamiento para la variable longitud de coleoptile 14 frio. Sin
embargo, existen numerosas accesiones de la subpoblacidn Indica con excelentes valores y
superiores a los testigos. Estas lineas podrian incorporarse al plan de cruzamientos como
progenitores en el programa de mejoramiento.

Accesion subpob  LongCol14
Vavilovi TEJ 24
Melanotrix TEJ 19
Agostano TEJ 18.33
Ai-Chiao-Hong IND 18
Kon Suito TEJ 18
Norin 20 TEJ 17.33
Stegaru 65 TEJ 17
WIR 3764 TEJ 17
Yodanya IND 17
Chodongji TEJ 16
Baber TEJ 15.67
TKM6 IND 15.67

Tabla 5. Lineas con mayores valores de longitud de coleoptile, 14 DDS.



En la tabla 5, se listan las 12 accesiones con mejores valores de longitud de coledptilo a
14 dias, donde se destacan 3 materiales pertenecientes a la subespecie Indica.

Con los datos obtenidos se elaboraron diversos indices extraidos del trabajo de da Cruz
y Kothe Milach (2004) que consistieron en:

Gl: indice de germinacion: (((N1+N>) /2)/10)*100, siendo N1y N el nimero de semillas
germinadas a 14 y 21 dias respectivamente y 10 el nimero se semillas por replica.

PERCOL14 y PERCOL21: porcentaje de semillas con coledptilo superior a 2 mm:
(N1*100)/10 o (N,*100)/10, siendo N1y N, el nimero de semillas germinadas a 14 y 21 dias
respectivamente y 10 el nimero se semillas por replica.

REDCOL14 y REDCOL21: porcentaje de reduccidon del largo del coleéptilo a 14 o 21 dias
en frio con relacién al control: ((LCOL14 o LCOL21*100) /LCcontrol)-100, siendo LCOL14 o
LCOL21 el largo del coledptilo a 14 o 21 dias de frio y LCcontrol, el largo del coledptilo en
condiciones control.

REDR14 y REDR21: porcentaje de reduccidn del largo de la radicula a 14 o 21 dias en frio
con relacién al control: ((LR14 o LR21*100) /LRcontrol)-100, siendo LR14 o LR21 el largo de la
radicula a 14 o 21 dias de frio y LRcontrol, el largo de la radicula en condiciones control.

REDWCOL14 y REDCOL21: porcentaje de reduccidn del peso del coledptilo a 14 o 21
dias en frio con relacién al control ((WCOL14 o WCOL21 *100) /WCcontrol)-100, siendo WCOL14
y WCOL21 el peso fresco del coledptilo a 14 y 21 dias de frio y WCcontrol el peso fresco en
condiciones control.

REDWR14 y REDWR21: porcentaje de reduccién del peso de la radicula a 14 o 21 dias
en frio con relacidn al control ((WR14 o WR21 *100) /WRcontrol)-100, siendo WR14 y WR21 el
peso fresco de la radicula a 14 y 21 dias de frio y WRcontrol el peso fresco en condiciones control.

A continuacion, se presentan las graficas de los valores obtenidos agrupados por
subpoblacién mostrando las medias con el desvio estandar.
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Como se observa en los graficos, las accesiones pertenecientes a la subpoblacién AUS
presentaron mayor susceptibilidad a germinacién en frio. Mientras que, las accesiones de la
subpoblacién TEJ, mostraron un mejor comportamiento para el caracter.

C. Mapeo de asociacion de genoma completo

Aun restan medir unas 40 accesiones que presentaron problemas bajo los tratamientos
por frio. Con la evaluacion de éstas lineas se concluiria con el segundo objetivo. Una vez
completada la evaluacién fenotipica del panel, se continuara con la Ultima etapa, la cual consiste
en analizar los datos mediante el mapeo de asociacién.
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