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INTRODUCCION

El arroz es una especie de clima templado-subtropical a subtropical susceptible a
frio durante las etapas iniciales del desarrollo (FAO, 2003). Las bajas temperaturas pueden
afectar el crecimiento y desarrollo del cultivo desde la germinacion hasta el llenado de los
granos, reduciendo marcadamente el rendimiento (NAKAGAHRA et al, 1997). En
particular, la germinacion, el establecimiento de plantulas, el inicio del estadio reproductivo y
el llenado de granos son los momentos de mayor riesgo de dafio por frio (YE et al., 2009).

Si bien existen en el mundo materiales tolerantes, actualmente no se dispone de
materiales de este tipo adaptados a la region arrocera argentina, con los que se podria
adelantar la fecha de siembra, hacer coincidir la floracion con el momento de méaxima
radiacién solar y aumentar el rendimiento.

Segun el régimen térmico de Corrientes no habria riesgo de dafio por bajas
temperaturas en la etapa reproductiva, pero éstas podrian ser una limitante en la etapa de
germinacion y establecimiento del cultivo.

En este sentido, ya se ha realizado el mapeo de la tolerancia a bajas temperaturas
al estadio de plantula en poblaciones segregantes y el mapeo fino de un QTL asociado al
caracter (ANDAYA Y MACKILL, 2003). A su vez se han propuesto varios genes candidatos,
entre ellos OsGSTZ1, OsGSTZ2 (ANDAYA Y TAI, 2006) y OsCDPK13 (ABBASI et al.,
2004).

Si bien se dispone de informacién sobre el control genético de la tolerancia a bajas
temperaturas en estadios tempranos del desarrollo en arroz (LOU et al., 2007; WANG et al.,
2009; KIM, et al., 2011), no se conoce el comportamiento del material del programa de
mejoramiento genético de la EEA INTA Corrientes para dicho caracter.

Por consiguiente, los objetivos del presente trabajo fueron (1) caracterizar el
comportamiento de 116 materiales genéticos de arroz de la EEA INTA Corrientes, de origen
diverso, en condiciones controladas de bajas temperaturas en las etapas de germinacion y
establecimiento de plantula (2) determinar la variaciéon alélica de los genes candidatos
OsGSTZ1, OsGSTZ2 y OsCDPK13 en algunos de dichos materiales genéticos y (3) evaluar
la asociacion entre el comportamiento frente a bajas temperaturas y el genotipo de la planta
para dichos genes.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como tratamientos 116 materiales de la EEA INTA Corrientes, incluidos
seis cultivares de comportamiento conocido (cuatro tolerantes y dos susceptibles) frente a
bajas temperaturas al estado de plantula. El disefio empleado fue un BDCA con ftres
repeticiones.

Germinacion: el factor de bloqueo fue la ubicaciéon dentro de la camara y la unidad
experimental una tira de papel con 35 semillas de cada material. Las semillas se pusieron a
germinar en camara fria a 12 °C de acuerdo con el protocolo de evaluacion y seleccion por
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tolerancia a frio en germinacién propuesto por el Fondo Latinoamericano de Arroz de Riego
(FLAR, CORREDOR et al., 2007).

Plantulas: el factor de bloqueo fue la fecha de siembra, y la unidad experimental,
cinco plantulas de cada material ubicadas en celdas consecutivas de una bandeja de
almacigo, que se evaluaron siguiendo la metodologia descrita por Andaya y Tai (2006). Al
estado de tres hojas ingresaron a camara fria a 9°C y fotoperiodo de 12 h. Se determin6 su
reaccion a los 8, 10, 12 y 14 dias usando una escala visual de severidad de sintomas de 1
(tolerante) a 9 (susceptible) (IRRI 1996).

Variacion alélica: se emplearon los diez materiales genéticos de respuesta mas
contrastante a frio en el estadio de plantula (cinco tolerantes y cinco susceptibles). Para los
tres genes candidatos, se amplificé la region codificante en varios fragmentos por gen
mediante el empleo de iniciadores especificos. Se realizé la secuenciacion y posteriormente
el analisis y alineamiento de las secuencias obtenidas para la deteccion de polimorfismos.

Analisis estadisticos: Los datos obtenidos a partir de las observaciones realizadas
en el estadio de plantula fueron analizados con el procedimiento MIXED de SAS (SAS,
1999), con la opcion de analisis de mediciones repetidas en el tiempo. Luego se realizd un
analisis multivariado de conglomerados utilizando el programa InfoStat (Di Rienzo et al.,
2010) y el coeficiente de similitud de Jaccard. Se establecieron arbitrariamente cuatro
grupos de lineas segun su comportamiento frente a bajas temperaturas.

Para el analisis de los resultados obtenidos en el ensayo de germinacion se utilizo el
procedimiento GLM del SAS. Posteriormente se realizé un analisis multivariado utilizando
como variable el porcentaje de semillas germinadas con coleoptilos de longitud igual o
mayor a 4 mm y, como criterio de clasificacion, a las lineas, formando cuatro grupos al igual
que para la evaluacion en el estadio de plantula, pero empleando en este caso el coeficiente
de distancia euclidea.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los testigos empleados tuvieron una respuesta acorde a lo esperado en la
evaluacion fenotipica. Ademas, tanto en la germinacién como en el estadio de plantula se
detectaron materiales de comportamiento similar a los testigos, intermedio entre testigos
tolerantes y susceptibles y mas extremo (Figuras 1y 2), pero no se hallé correlacion entre
ambos estadios (r=0,0118). Luego, para los dos estadios en estudio, se realizé un analisis
multivariado de conglomerados para el que se definieron previamente cuatro grupos segun
su tolerancia a frio (Figura 3 y 4)

Con respecto al andlisis de la variacion alélica, se hallaron diferencias entre los
genotipos analizados en cuanto al éxito de la amplificacion y el tamafio de los amplicones
obtenidos a partir de fragmentos de los tres genes en estudio. Para cada uno de los
fragmentos se alinearon las secuencias obtenidas con las correspondientes secuencias de
referencia (ADN genémico y ADNc para las dos subespecies de arroz cultivado, japonica e
indica, extraidas de bases de datos publicas). Se analiz6 la densidad de polimorfismos de
nucleoétido simple (“SNPs”) e inserciones/deleciones (“indels”) (Tabla 1).

Se identificaron polimorfismos (tanto SNPs como indels) en los tres genes
analizados. La densidad de SNPs encontrados en cada uno de ellos vario ligeramente. Se
detectaron 2,6, 3,2 y 3 SNPs por kb y 0,75, 0 y 1 indel por kb para los genes OsGSTZ1,
OsGSTZ2 y OsCDPK13 respectivamente Se encontré un total de 34 polimorfismos en los
tres genes (28 SNPs y seis indels) y se determind su ubicacién en intrones y exones (Tabla
2y 3). Del total de polimorfismos detectados, nueve (26,5%) separaron a los diez materiales
segun su respuesta en la evaluacion fenotipica (ocho SNPs y un indel). De estos, dos de
los SNPs se localizaron en exones, uno se detectd en la regién no traducida 3, y los
restantes SNPs y el indel se hallaron en intrones. Para los SNPs hallados en exones se
determiné la ubicacion de la base polimorfica en el codon y se realizé la traduccion de la
regién codificante a proteina para determinar el tipo de cambio producido. Unicamente uno
de los SNPs (A>G), ubicado en el gen OsGSTZ2, resultdé en un cambio de aminoacido
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(le>Val). La presencia de este SNP en los materiales analizados indicaria una asociacion
del alelo G con la sensibilidad a bajas temperaturas. No obstante, deberia verificarse si
dicha asociacion se mantiene en un mayor nimero de genotipos.

CONCLUSION

» Se cuenta con amplia variabilidad para la tolerancia a bajas temperaturas en estadios
tempranos del desarrollo entre las lineas avanzadas del programa de mejoramiento
genético de arroz de la EEA INTA Corrientes, si bien resta establecer la asociaciéon entre
dicha variabilidad, detectada bajo condiciones controladas, y el comportamiento de las
lineas en el campo.

* La tolerancia a bajas temperaturas estara controlada genéticamente, al menos en parte, de
manera independiente en cada uno de los estadios evaluados (germinacion y plantula).

« Existe variacién alélica para dos de los tres genes candidatos evaluados en este estudio,
al menos en las lineas utilizadas.

* Dicha variacion alélica esta asociada con el fenotipo de las lineas evaluadas.
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Figura 3. Dendrograma del agrupamiento de Figura 4. Dendrograma del agrupamiento
los genotipos en el andlisis de conglomerados de los genotipos en el andlisis de
por tolerancia a bajas temperaturas en el conglomerados por tolerancia a bajas
estadio de plantula. temperaturas en germinacion.

Tabla 1. Numero de SNPs e indels detectados en los fragmentos de los genes OsGSTZ1,
OsGSTZ2 y OsCDPK13 en algunos de los materiales genéticos en estudio. Entre
paréntesis se indica la densidad de SNPs e indels en cada regién secuenciada.

G Fragmento Longitud del fragmento secuenciado  N° individuos SNPs Indels
en Numero Designacion Longitud Total Intrén Exon analizados Intrén Exon Intrén Exon

1 P1 1314 1210 43 1167 7 2(1/22) 0 0 0

OsGSTZ1 2 P2 936 481 351 130 2 1 0 2(1/176) [
3 P3 1081 971 541 430 7 3(1/180) 1 0 o
1 P4 1126 1026 922 104 9 1 1 0 [

0sGSTZ2 2 P5 1085 895 693 202 3 3(1/231) 1 0 0
3 P6 857 849 431 418 8 2(1/213) 1 0 0
1 P7 1263 1034 108 926 3 o 2(1/463) 0 1
2 P8 1012 965 364 601 9 1(1/364) 0 1 [

OsCDPK13
3 P9 1039 841 518 323 5 5(1/104)  2(1/162)  2(1/259) 0
4 P10 1308 1160 581 579 3 1 1 0 0

Tabla 2. SNPs detectados en los tres genes en estudio para los genotipos analizados,
separados en tolerantes y susceptibles a frio en plantula. Los numeros en la parte superior
de la tabla identifican los diferentes SNPs encontrados. Para cada uno de ellos, diferencias
en color indican bases distintas.
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Tabla 3. Indels detectados en los genes en estudio para los genotipos analizados. Los
numeros en la parte superior identifican los diferentes indels encontrados. Diferencias en
color indican presencia o ausencia del indel. No se detectaron indels en el gen OsGSTZ2.
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