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IDENTIFICACION DE QTLs ASOCIADOS A LA ACTIVIDAD AMILOLITICA
DURANTE LA GERMINACION BAJO FRIO EN ARROZ (Oryza sativa L)

Mariano Durand?!; Wyss Beatriz?, Rodriguez Andrés®, Colazo José*, Maiale Santiago®.
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Introduccidén

En arroz (Oryza sativa L.) la temperatura de germinacion optima se encuentra entre 20y
35°C, siendo la minima 10°C y la maxima 45°C (Yoshida, 1981). Debido a esto, cuando las
plantas son sometidas a temperaturas por debajo del rango Optimo, la germinacion y la
elongacion declinan rapidamente. En Argentina, extensas areas arroceras se encuentran
sometidas a bajas temperaturas al inicio de la temporada de crecimiento, con temperaturas
minimas que promedian los 13°C (Livore, 2006).

Por otro lado, el potencial luminico en la Provincia de Entre Rios es suficiente para lograr
altos rendimientos, pero las bajas temperaturas obligan a demorar la fecha de siembra con el
consiguiente menor aprovechamiento de la radiacion (Quinteros, 2009). La capacidad de tolerar
bajas temperaturas, tanto en la germinacion como en los estadios vegetativos tempranos, es una
caracteristica muy considerada en los programas de mejoramiento.

En el proceso de germinaciéon cobra especial relevancia la degradacién de almidon a
azucares simples para alimentar al vastago o las raices. Las enzimas que participan son
principalmente las amilasas, cuyos niveles aumentan desde las 24 horas de imbibicion
(Basuchaudhuri, 2014), siendo afectadas por las bajas temperaturas (Shaw y Chuang, 1982). En
un trabajo anterior, se estudiaron las enzimas amiloliticas y la tolerancia a bajas temperaturas en
genotipos de uso local (Maiale et al. 2024). Se midi6 la actividad de las amilasas y azucares
totales remanentes en el grano y el largo del coledptilo a 14 dias (LongCol14) como indice de
tolerancia. El andlisis de correlacion mostr6é asociacion entre LongCol14 y todos los parametros
con excepcion de la alfa amilasa, con un r de Pearson de 0,5042 para azucares totales. En base
a estos resultados, se plante6 como obijetivo identificar regiones gendmicas y genes involucrados
en la degradacion del almidon en condiciones de bajas temperaturas.

Materiales y Métodos

Se utilizé el panel de diversidad 1 (RDP-1), genotipificado por Mc. Couch et al. (2016).
Las evaluaciones se realizaron sobre un total de 220 accesiones, que comprendian 118
pertenecientes a la subespecie Japonica, distribuida en 68 japonica templado (TEJ), 35 jap6nica
tropical (TRJ), 9 arométicas (ARO) y 6 Admix JapOnica, junto con 102 accesiones de la
subespecie Indica que comprendian 52 Aus (AUS), 45 indica (IND), y 5 Admix Indicas. Las
semillas se sembraron en camara de crecimiento a 15°C y el tiempo 6ptimo de medicién se
estableci6 en 5 dias después de la siembra (DDS). Se midieron variables relacionadas con la
actividad amilolitica, incluyendo actividad de a-amilasa, B-amilasa, actividad diastasica total (DT)
y azUcares totales (AT) equivalente a maltosa remanente.

Para este trabajo se consider6 Unicamente la variable azUlcares totales (AT), debido a su
correlacion significativa con la longitud del coledptilo a 14 DDS bajo condiciones de frio,
establecida en un estudio previo (Maiale et al., 2024). Los azUcares totales remanente en el
grano se determinaron mediante la reaccién con &cido 3,5- dinitrosalicilico, segun describe Liu
et al (2018).
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La comparacion entre subpoblaciones se efectué mediante analisis de varianza (ANOVA).
El analisis de asociacion gendémica se realizé utilizando el programa TASSEL 5.2.96
(BRADBURY et al., 2007). Se utiliz6 el genotipado de 700K y fue filtrado con un MAF<5% Luego,
se realizé una matriz de estructura de poblacion mediante el analisis PCA con 5 componentes y
una matriz de parentesco kinship (K). Posteriormente se corrié un modelo lineal mixto (MLM). La
identificacion de QTLs se realizé siguiendo el criterio propuesto por Shakiba et al. (2017),
considerando regiones genémicas de 200 kb que contuvieran al menos tres SNPs con valores
de p significativos menores a 10*. La blUsqueda de genes asociados a los QTLs se realizé
utilizando la base de datos de MSU (www.rice.uga.edu).

Resultados y Discusion

Se observé una diferencia significativa en los niveles de azUcares totales (AT) entre las
subespecies japonica e indica (Figura 1). Las accesiones japénicas presentaron mayores
concentraciones promedio de AT que las indicas, lo que sugiere una posible base genética
diferenciada para la acumulacién de azlcares durante la germinacion. La subespecie jap6nica
ha sido consistentemente reportada como mas tolerante al frio en comparacion con la indica
(Wang et al., 2016; Shakiba et al., 2017; Shimoyama et al., 2020; Thapa ET AL., 2020). Esto se
debe, en parte, a la seleccion artificial realizada durante la domesticacion en regiones templadas,
lo que favorecio la adaptacion a climas frios.
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Figura 1. Comparacion de Azlcares Totales (AT) entre accesiones Japonica e Iindica del Panel de
Diversidad.

La figura 2 muestra el Manhattan Plot y el grafico de Cuantiles correspondientes para la
variable AT. Se observaron SNPs por encima del umbral de significancia (-log;e(p) = 4)
distribuidos en todos los cromosomas. Sin embargo, aplicando el criterio de agrupamiento
propuesto por Shakiba et al. (2017) para la delimitacion de QTLSs, se localizaron cuatro QTLs en
total: tres en el cromosoma 8 y uno en el cromosoma 9.

Los cuatro QTLs fueron denominados gMalRem-a, gMalRem-b y gMalRem-c en el
cromosoma 8, y gqMalRem-d en el cromosoma 9 (tabla 1). En total, se identificaron 262 genes,
de los cuales 76 tienen funcion asignada. En el QTL gMalRem-c se concentro la mayor cantidad
de genes (110 en total), mientras que gMalRem-d mostro la proporcion mas alta de genes con
funcion conocida (47%).
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Figura 2. Manhattan plot (izquierda) y Q-Q plot (derecha) del andlisis de asociacion para la variable
azucares totales (AT). En el Manhattan plot el eje X muestra las coordenadas genémicas y el eje Y
es el valor p del logaritmo negativo de cada SNP.

Tabla 1: QTLs identificados mediante GWAS asociados a la acumulacion de azlcares totales.

QTL CHR Posicion (Mb) Total de Genes Genes con funcién

gMalRem-a 8 7,24 - 7,59 50 9
gMalRem-b 8 15,32 - 15,57 34 9
gMalRem-c 8 18,28 - 19,04 110 26
gMalRem-d 9 11,60 - 12,00 68 32

Tabla 2. Genes con funcién conocida dentro de las regiones QTL, asociados a estrés
abidtico.

QTL Gen Funcion

gMalRem-a LOC _0s08g12680  zinc finger LSD1 subclass family
LOC 0s08g12750  serine/threonine-protein kinase HT1
LOC_0s08g12760 YT521-B, putative
LOC 0s08g12780 chloroplast envelope membrane protein

gMalRem-b LOC_0s08925310 phosphatidylinositol transfer
LOC _0s08g25570  histone deacetylase

aMalRem-C | 5 0508929770 endoglucanase, putative

LOC_0s08g29910 prenyltransferase, putative
LOC_0s08g30520 LTG4 and LTG5 gen

gMalRem-d LOC _0s09g19820 aminopeptidase, putative

Entre los genes identificados pueden destacarse Os089g25570 que esta involucrado en
la germinacion de las semillas y la respuesta a AG y ABA (Yoon et al. 2022). Otros genes
(Os08g25310, 0s08g29910 y Os09g19820) estan involucrados en la osmorregulacion y el
estrés hidrico (Mohasses et al 2020, Li et al 2021 y Pei et al 2023). Por otro lado, Os089g30520
esta involucrado en la respuesta a germinacion en frio obtenido mediante GWAS en un panel
de diversidad propio, pero en condiciones similares a este trabajo (Li et al 2024).
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Conclusiones

El analisis de asociacion permitio localizar cuatro QTLs relacionados con la acumulacion
de azucares en los cromosomas 8 y 9. Dentro de estas regiones se identificaron genes con
funciones asociadas a procesos de germinacion y respuestas a condiciones de estrés abidtico,
lo que refuerza su potencial utilidad en programas de mejoramiento orientados a la tolerancia al
frio.
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