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Comportamiento del aparato fotosintético bajo diferentes condiciones ambientales,

y su posible uso como criterio de mejora vegetal en arroz (Oryza sativa L.)

Resumen:

El arroz se encuentra dentro de las especies vegetales mas cultivadas
mundialmente, su alto valor nutricional y su capacidad de adaptarse a diversos
ambientes ha favorecido la produccién agricola de esta especie en 113 paises, siendo
el alimento basico de mds de la mitad de la poblacion mundial. A su vez, en el mundo
en desarrollo el arroz proporciona el 27 por ciento de la energia alimentaria y el 20 por
ciento de las proteinas. Sin embargo, las cosechas y el rendimiento de grano estan
estancadas en los ultimos tiempos. En Argentina, la limitacion térmica por bajas
temperaturas en zonas productoras de arroz, afecta al cultivo de arroz en estado
vegetativo causando reduccion del crecimiento como consecuencia del estrés por frio.
Actualmente, para superar la deficiencia de temperaturas éptimas para el normal
crecimiento del cultivo de arroz, se opta como estrategia retrasar las fechas de
siembra. Esta estrategia, trae una segunda limitante a la productividad del cultivo, ya
que el crecimiento en estadio adulto de la planta se desarrolla en condiciones de baja
radiacion luminica desaprovechando de este modo gran parte del potencial luminico
ambiental. Por estos dos motivos, es de vital importancia generar nuevos
germoplasmas de arroz con alta capacidad de crecimiento bajo condiciones de
temperaturas sub-6ptimas, y que a su vez posean una mayor eficiencia en la captacién
luminica. Con el objetivo de evaluar el efecto de las temperaturas sub-dptimas (TS) a
nivel fotosintético en arroz, se evalué la respuesta fisiolégica, bioquimica y
transcripcional de un grupo de proteinas extrinsecas del fotosistema Il (FSIl) en dos
variedades de arroz con crecimiento contrastante bajo temperaturas TS, IR50 vy
Koshihikari. Fisiolégicamente, se observaron alteraciones en el transporte de
electrones en las plantas sometidas a estrés por bajas temperaturas causadas por un
desacople en el complejo liberador de oxigeno (OEC), siendo esta alteracién mayor en
la variedad sensible (IR50) en comparacién con la variedad tolerante (Koshihikari).
Nuestros resultados sugieren que los niveles de las proteinas extrinsecas del OEC estan

involucrados en el proceso de tolerancia al estrés por frio en arroz.



Por otra parte se generaron lineas propias de arroz tolerantes a frio, utilizando una
metodologia de selecciéon que permitié acortar los tiempos de obtencion de lineas
estables. Dichas lineas tuvieron una mayor capacidad de crecimiento en condiciones
de baja temperatura junto con una mayor capacidad fotosintética a nivel del FSII. A su
vez, estas lineas de arroz mejoradas tuvieron buenos rasgos de rendimiento
comparada con sus respectivos parentales y una variedad comercial, acompafada de
una mayor eficiencia fotosintética durante el periodo de llenado de grano. Finalmente,
un estudio de asociacién del genoma completo (GWAS) con plantas de arroz cultivadas
en dos ambientes diferentes, permitié identificar polimorfismo de nucledtido Unico
(SNPs), que mostraron un claro vinculo entre la expresién del potencial genémico y el
ambiente en el que las plantas fueron cultivadas. A su vez, se identificaron locus de
caracter cuantitativo (QTLs) que vinculan la eficiencia fotosintética con genes
involucrados en el desarrollo celular y el llenado de grano en arroz.

El presente trabajo de tesis permitié identificar distintos mecanismos implicados
en respuesta diferentes factores ambientales en arroz, en los cudles la respuesta del
FSIl se encontraria fuertemente vinculada. Nuestros resultados abren la posibilidad de
futuros estudios y aplicaciones en la mejora vegetal de las variedades de arroz

actualmente cultivadas.

Palabras Clave:
ESTRES POR FRI'O, ARROZ, MEJORAMIENTO, FSlI, OEC, DPC, GWAS, RENDIMIENTO DE
GRANO.
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1- Introduccidn general.




1.1 Generalidades del cultivo de arroz.

El arroz (Oryza sativa L.) es una especie vegetal originaria de Asia, perteneciente a
la familia de las gramineas o poaceas, compuesta por dos sub-especies mayores
INDICA y JAPONICA provenientes de eventos de domesticacidén independientes a partir
del ancestro silvestre Oryza rufipogon. A su vez, O. sativa se organiza en 5 sub-especies
menores; japonica templada, japdnica tropical, aromdtica, aus e indica (Garris y col.
2005).

En lo que respecta a la nutricién humana, el arroz es un cereal de vital importancia,
que representa el alimento basico de la dieta de tres mil millones de personas en
paises de Africa, Asia y América Latina (FAO 2009).

Los cultivares de arroz mayormente sembrados en afios recientes y actualmente en
Argentina, pertenecen a la sub-especie indica. El hecho de que se utilicen dichos
cultivares, fue una consecuencia de la demanda de los mercados. La creacién del
MERCOSUR, y su consolidacién en la década de los afios 90, proporcioné un salto para
el sector arrocero dada la integracion con un mercado tan demandante como el de
Brasil.

El cultivo de arroz presenta una gran adaptabilidad a diferentes condiciones
ambientales. Por esta razén, en la Argentina se puede encontrar explotaciones
arroceras en las Provincias de Santa Fe, Entre Rios, Corrientes, Misiones y Chaco
(Quintero 2009).

Los cultivares de arroz INDICA son mas eficientes que los cultivares JAPONICA en la
captacién de energia y por lo tanto, presentan mayor potencial de rendimiento. Sin
embargo, a su vez también son mas propensos que los cultivares JAPONICA a sufrir
estrés por frio. Esto ultimo, obliga al retraso de las fechas de siembra de los cultivares
INDICA, para evitar que estos sean afectados por las bajas temperaturas durante la
fase vegetativa temprana (Livore 2006).

Debido a lo expuesto anteriormente, es de interés comercial y agrondmico generar
e introducir nuevos materiales de arroz tolerantes a bajas temperaturas en las etapas
tempranas del ciclo del cultivo, que a su vez, permitan el adelanto de la fecha de

siembra. De esta manera, se lograria ubicar la etapa de llenado de grano en periodos



de mayor potencial luminico, lo que se traduciria en una mejora en el rendimiento de

grano.

1.2 Estrés por frio en el cultivo de arroz.

El origen de la susceptibilidad del arroz a las bajas temperaturas se debe al hecho
de que esta especie evoluciond en zonas tropicales y subtropicales; como resultado de
ello, presenta vulnerabilidad a climas templados y frios (Imin y col. 2006)

En este sentido, las caracteristicas climdticas de la Argentina representan una
limitante en la produccién de arroz que afecta su rendimiento. La mayor parte de las
areas Optimas para el cultivo de arroz presentan tipologias de clima templado con
marcada amplitud térmica que coinciden con las etapas vegetativas del ciclo de
crecimiento de la planta, desde la siembra hasta comienzo de macollaje (Quintero
2009).

En una gran parte de las dreas argentinas de mayor importancia para el cultivo de
arroz, la temperatura minima media en las etapas vegetativas mas tempranas
promedia los 13°C (Arguissain y col. 2011). En la Figura 1.1, se muestra la frecuencia de
episodios de temperatura minima por debajo de 15°C durante el ciclo del cultivo de
arroz, para tres localidades de la provincia de Entre Rios. Se puede observar que, las
mayores probabilidades de que ocurran episodios de bajas temperaturas, coinciden
con las fechas de siembra y de emergencia de la plantula (octubre-noviembre). Por
otra parte, también se observa un aumento en la frecuencia de dias con bajas
temperaturas en las etapas finales del cultivo (2da de marzo). Episodios de bajas
temperaturas en este estadio afectan el llenado de grano produciendo un gran

porcentaje de semillas estériles (Yoshida 1981).
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Figura 1.1: Caracteristicas climaticas de la Provincia de Entre Rios. Frecuencia
promedio porcentual por quincena, de dias con temperatura minima diaria por debajo
de 15°C (adaptado, Quintero 2009).

Los efectos de las bajas temperaturas, se manifiestan en todas las etapas del
desarrollo de la planta de arroz, produciendo un decaimiento de la germinacién,
menor emergencia de las plantulas, ademds de una disminucién del crecimiento
vegetativo temprano. Por otra parte, los fendmenos de bajas temperaturas se han
descripto como un factor negativo, que afecta el rendimiento de grano del cultivo de
arroz (Andaya y Mackill 2003; Bonnecarrére y col. 2011).

El rango optimo de temperatura de crecimiento, en el estadio de plantula es de 25
a 30°C (Yoshida 1981). Si bien las temperaturas criticas difieren segun la variedad, se
considera que el arroz sufre estrés por bajas temperaturas, o temperaturas sub-
Optimas (TS), por debajo de 20°C en este estadio (Kabaki y col. 1983; Takanashi y col.
1987). En este sentido, cuando las temperaturas son menores a 15°C, se detiene la
produccién de nuevos vastagos o macollos. A su vez, se ha descripto que la plantula
cesa su crecimiento cuando las plantas son sometidas a temperaturas menores a 10°C
(Yoshida 1981; Nakagahray col. 1997). Teniendo en cuenta que el niUmero potencial de
panojas por superficie queda establecido durante el periodo vegetativo. Es posible
pensar a la etapa vegetativa como el factor que mejor explica la variacion del
rendimiento de grano en arroz (Arguissain y col. 2006); y a las bajas temperaturas, una

limitante en la productividad del arroz afectando esta etapa.



El mejoramiento a través de los anos incrementd el indice de cosecha, pero sin
producir cambios en la tasa de asimilacion de carbono. Es por ello que, con solo
aumentar el potencial de la fotosintesis de la planta de arroz, es posible que se
produzca un punto de ruptura del rendimiento actual promedio (aprox. 7 Tn/ha), el
cual podria alcanzar un nivel mas cercano a la productividad potencial estimada en 15
— 16 Tn/ha (Quintero 2009).

Por lo tanto, analizar el comportamiento fisiolégico de las plantas de arroz en
diferentes estados fenoldgicos, vegetativo temprano o plantula, vegetativo tardio o
macollaje, y etapa de llenado de grano, puede ser una via de aproximacién para
explicar la disminucién del rendimiento, debido a un retraso en el crecimiento en

estadio de plantula bajo una condicién TS.

1.3 La importancia de la fotosintesis y el cloroplasto en la fisiologia

vegetal.

1.3.1 El cloroplasto y su respuesta al estrés por frio.

La fotosintesis es el fendmeno de conversidén de la energia luminica en energia
quimica, que utiliza tanto FSIl, como el fotosistema | (FSI), y enzimas de fijacion de
carbono para oxidar el H,0 a Oy, y reducir CO; a carbohidratos (Blankenship 2014). El
proceso de fotosintesis, se inicia en la etapa luminica con la absorcidn de fotones por
los pigmentos del complejo antena del FSIl, y continua con la etapa oscura en el
llamado ciclo de Calvin-Benson.

La fotosintesis disminuye cuando se expone las plantas a bajas temperaturas. Esta
reduccion, es debido en parte al cierre de los estomas, y la consecuente incapacidad
de fijar CO,. En linea con esto, la enzima clave en la incorporacion de CO,, es la
Ribulosa-1,5 bifosfatocarboxilasa/oxigenasa (RuBisCo); plantulas sometidas al frio
mostraron una baja en la expresién de la proteina de unién a la subunidad mayor de la
RuBisCo, indicando dafio en el cloroplasto (Rodziewicz y col. 2014).

Dentro del cloroplasto, el aparato fotosintético (AF) y en particular el FSII, ha sido
descripto como un objetivo sensible, que sufre diferentes niveles de dafio en

condiciones de estrés por frio (Strauss y col. 2006; Pagter y col. 2008). De modo que,
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podria pensarse que aquellas plantas que fisioldgicamente tengan una capacidad
fotosintética mayor, deberian tener una mayor adaptabilidad a las condiciones de
estrés en estadios tempranos del desarrollo, tanto como mejores potenciales de
rendimiento y llenado de grano. Se ha demostrado en plantas de diferentes especies,
gue una mayor eficiencia fotosintética se traduce en una mayor tolerancia cuando se
las someten a estrés por bajas temperaturas en estado vegetativo (Kriiger y col. 2014;
Gazquez y col. 2015; Calzadilla y col. 2016).

La fase mas temprana de la fotosintesis, ésta representada por el conjunto de
reacciones fotoquimicas que se desarrollan en el FSII. Estas reacciones, ocurren mucho
mas rapido que las reacciones posteriores que conforman la cadena transportadora de
electrones. Al mismo tiempo, el exceso de luz provoca que se dispare un fenédmeno de
dafno a nivel del FSIl, que se traduce en una menor capacidad fotosintética, por
inhibicién de las reacciones fotoquimicas del FSII. Esta situacion se acentua bajo
condiciones de alta intensidad luminica o de bajas temperaturas (Huner y col. 1998). La
inhibicién de la cadena transportadora de electrones y el consecuente dafo
fotoquimico del FSIl, se encuentran entre los mayores efectos del frio en estadios
vegetativos tempranos (Gesch y Heilman 1999; Jeong y col. 2002). A su vez, el
fotodafio causado en el FSIl en condiciones estresantes, incluido el frio, produce
especies reactivas de oxigeno (EROS), que dafian el normal funcionamiento de la
fotosintesis (Takahashi and Murata 2008). En arroz, se ha descripto que la tolerancia a
frio es consistente con una reduccion del dafio oxidativo causado por EROS a nivel de
FSIl (Bonnecarrére y col. 2011).

Andlisis transcriptomicos llevados a cabo en plantulas de arroz sometidas a estrés
por frio, revelaron que genes involucrados en el metabolismo del almidén y azucares,
asi como genes relacionados con procesos fotosintéticos a nivel del FSI y FSlI
disminuyen su expresiéon (Maruyama y col. 2014; Gazquez y col. 2018). Indicando que
el estrés por frio afecta a la fotosintesis a nivel metabdlico y estructural. En linea con
esto, se ha reportado que componentes funcionales del FSIl como OEC, participa en el
balance redox del FSII; y el fotodafio causado en condiciones de estrés, e inducido por
la luz, causaria dafio no solo en FSlI, sino también en el OEC (Zavafer y col. 2015). A su

vez, diferentes autores reportaron que tanto el desacople entre el OEC y el FSIl, como



la alteracién o pérdida de diferentes proteinas estructurales y funcionales del OEC,
afectan el normal crecimiento y la capacidad de fotoautotrofia de las plantas (Ifuku y

col. 2005; Suorsa y col. 2006; Allahverdiyeva y col. 2013).

1.3.2 Relacién entre los componentes de rendimiento y la fotosintesis.

El rendimiento fotosintético de las plantas, junto con un aumento de la eficiencia
de uso de la radiacién solar, se ha convertido recientemente en una estrategia
importante para los fisiélogos y mejoradores de cultivos.

La manipulacidn de la capacidad genética de la planta para desarrollar una mayor
eficiencia fotosintética de captura de la luz, podria traducirse en un mayor rendimiento
de grano en estadios reproductivos (Horton 2000; Zhu y col. 2010). Esto se podria
lograr destinando mayores recursos fotosintéticos para la generacion de
fotoasimilados, que podrian ser re-movilizados hacia el grano, lo que se traduciria en

un mayor rendimiento final de grano (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Diagrama de flujo de los procesos involucrados en la fotosintesis, desde la
absorcién de luz hasta la produccion de grano. Se indican la influencia de los mecanismos
reguladores internos (lineas marrones), factores ambientales (lineas punteadas), y la
capacidad de desarrollo/aclimatacion (lineas negras). Estos tres subsistemas principales
alteran la capacidad y la velocidad de los materiales fotosintéticos asi como el flujo de
energia a través de todo el sistema (adaptado, Horton 2000).



En lineas generales, los procesos de captacion de luz a nivel del cloroplasto, dan
como resultado la formacion de glucosa, producto de la reduccion de CO,. La glucosa
generada por las reacciones fotoquimicas en el AF pueden ser transportada a hacia el
grano, o bien puede ser almacenada en forma de almiddn. Por otra parte, la demanda
de fotoasimilados por parte del grano, tienden a consumir las reservas de
carbohidratos. Estos cambios metabdlicos desencadenan procesos regulatorios que
tienen a aumentar la fijacion de CO, mediante un aumento de la actividad fotosintética
a nivel de AF y sus respectivos FS. A su vez, existen factores ambientales que inciden
negativamente en los procesos de captacidén luminica, generando una menor fijacidn
de CO, y por consiguiente una menor produccién de glucosa, que afectan la
productividad a nivel de grano. En este sentido, el retardo de la senescencia foliar es
considerado una estrategia primordial en el mejoramiento de cultivos. De este modo,
se podria incrementar la duracién y cantidad de fijacion de carbono para el cultivo
(Thomas y Howarth 2000). En linea con esto, se ha demostrado que la eficiencia de
captura de la radiacion es una caracteristica importante que correlaciona
positivamente con el rendimiento en arroces cultivados bajo condiciones de clima
templado (Gregersen y col. 2014).

Actualmente, existe un interés por describir fenotipos de arroz que puedan tener
una mejor eficiencia en el transporte de electrones (Meacham y col. 2017), ya que la
utilizacidn de la energia para la conversion fotoquimica de la luz y la fotoproteccién en
entornos naturales, son caracteres potencialmente asociados a la mejora genética. En
linea con lo mencionado anteriormente, existen reportes en arroz que describen la
relacién directa entre la actividad del FSIl y el rendimiento de grano (Wang y col. 2014;
Zhangy col. 2015).

Por lo tanto, una manera rdpida de evaluar la funcionalidad del FSIlI es a través del
andlisis de la curva cinética de fluorescencia transitoria de la clorofila a, denominada
prueba OJIP (Stirbet y Govindjee 2011). Por lo expuesto anteriormente, determinar la
fluorescencia de la clorofila a en numerosas plantas, y su cambio durante el ciclo de
vida de planta, brinda informacién del estado del FSII; herramienta que puede ser de

gran utilidad en proyectos de mejoramiento vegetal.



1.4. Nuevas tecnologias como complemento en programas de

mejoramiento vegetal.

El aumento en la poblacién mundial hace que sea necesaria una mayor
disponibilidad de alimentos. Por lo tanto, es imprescindible que los programas de
mejora vegetal incluyan nuevas tecnologias que asistan a obtener cultivares que
toleren diferentes estreses ambientales, y con mayores potenciales de rendimiento.

Las tecnologias “Omicas”, como la gendmica, protedmica y metabolémica, han
logrado un aporte importante en el entendimiento de los mecanismos moleculares
que intervienen en la interaccidn planta-ambiente. Por este motivo, se ha desarrollado
una nueva tecnologia “dmica” denominada fendmica; basada en el estudio del
crecimiento, rendimiento y composicion de plantas, usando tecnologias no
destructivas como fluorescencia de la clorofila, termografia infrarroja y andlisis por
imagenes tanto del crecimiento como de la arquitectura de las plantas (Furbank y
Tester 2011). Como se menciond anteriormente, plantas con mayor eficiencia del FSlI
muestran mayor adaptabilidad frente a condiciones ambientales adversas. En linea con
esto, la fluorescencia transitoria de la clorofila a, es una herramienta uatil para
seleccionar genotipos tolerantes a diferentes estreses ambientales en una amplia
variedad de cultivos (Oukarroum y Strasser 2004; Silvestre y col. 2014; Strauss y col.
2006; Kalaji y col. 2018; Stirbet y col. 2018). También se ha reportado que la
fluorescencia transitoria de la clorofila a, es una buena herramienta para detectar
variedades que puedan tener mayor potencial de rendimiento durante el llenado de
grano (Panday Sarkar 2013; Zhang y col. 2015).

Estas nuevas tecnoldgicas de fenotipado reducen los costos, minimizan el trabajo a
través de la automatizacién; y generan mas datos por evento de medicién que
aumentan la precisién de la medida en relacién con la organizacién bioldgica. Por lo
tanto, el analisis fendmico, requiere nuevas herramientas estadisticas para la
extracciéon de sefales biolégicamente significativas (Cobb y col. 2013).

En este sentido, el fenotipado de plantas es un enfoque eficaz para unir la brecha
existente entre genotipo y fenotipo de cultivos (Knecht y col. 2016). La asociacion
entre genotipo y fenotipo ha presentado significativos avances gracias al desarrollo de

la biologia molecular. La identificacion de regiones dentro del genoma que contiene
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genes asociados con un rasgo cuantitativo en particular o QTL, tuvo un punto de
inflexidn con el desarrollo de marcadores moleculares de ADN en los afios 80 (Collard y
col. 2005). Actualmente, las plataformas de secuenciamiento permiten el mapeo
masivo de numerosos genotipos de diversas especies vegetales. En el caso del arroz,
dichos mapeos han sido logrados recientemente mediante el uso de microarreglo de
alta densidad de SNP. Esto ha permitido obtener el genotipado de paneles de
diversidad de arroz con cientos de accesiones, con la finalidad de ser utilizados en
estudios de mapeos por asociaciéon (McCouch y col. 2016).

Los mapeos por asociacidon indican la posicidén y las distancias genéticas relativas
entre los marcadores a lo largo de los cromosomas (Collard y col. 2005). El uso de
diversos caracteres cuantitativos del fenotipo de las plantas en paneles de diversidad
genotipados, permiten hacer estudios de GWAS, para comprender cémo las variantes
especificas del ADN condicionan la herencia de los diversos fenotipos (Cobb y col.
2013).

De esta manera, el uso de nuevas tecnologias de fenotipado de alta resolucién y
bajo costo, en combinacién con analisis estadisticos de mapeo gendmico. Permitiria
encontrar genes candidatos, en particular aquellos relacionados con la fotosintesis.
Asimismo, se podria dilucidar mecanismos de cémo funcionan los procesos bioldgicos
asociados al AF, y en particular al FSIl. Por otra parte, esto proveeria un conjunto de
marcadores moleculares asociados a dichos caracteres, para asistir a programas de
mejoras en pos de obtener cultivos mas eficientes y con mayores potenciales de

rendimiento agricola.
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1.5 Analisis de la fluorescencia transitoria de la clorofila a.

Cuando se iluminan plantas pre adaptadas a la oscuridad, se desencadena un
aumento polifasico de la fluorescencia emitida por los pigmento del AF, excitados por
la luz (Figura 3.1). Asimismo, las diferentes trayectorias de la curva provee informacién
sobre la estructura y funcionalidad del AF (Kalaji y col. 2016). Basado en la teoria de
flujos energéticos, se desarrollé la prueba OJIP (Strasser y col. 2000) a partir del
analisis de la curva polifasica de fluorescencia de la clorofila a.

En la Figura 3.1, se puede observar las diferentes fases de la curva OJIP, donde O
representa la fluorescencia inicial medida después de la iluminacién a los 50 us; J e |
representan estados intermedios medidos a 2 ms y 30 ms, respectivamente. Por

ultimo la fase P corresponde a la fluorescencia maxima registrada.
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Figura 3.1: Representacidén esquematica de los flujos energéticos relacionados con la fluorescencia
transitoria de la clorofila a, y su relacién con la prueba OJIP. En Fo (O), todos los centros de reaccion
estan oxidados (“abiertos”). En el tiempo que se alcanza la fluorescencia maxima Fr (P), los centros
de reaccién estan reducidos (“cerrados”).
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La prueba OJIP, proporciona informacion del procesos de absorcién de un fotdn
por las moléculas de la antena dentro la membrana del tilacoide (ABS), la energia
atrapada (TR), la energia disipada (DI) y el transporte de electrones desde el FSlI al FSI
para dar finalmente ATP y NADPH (Strasser y col. 2004).

Por otro lado, se puede obtener informacién del estado funcional del FSlI,
denominados flujos fenomenolégicos, calculados por seccion transversal o CS (del
inglés Cross Section); y del estado estructural del FSII, denominados flujos especificos,
calculados por centros de reaccién del FSIl o RC (del inglés, Reaction Center of
photosystem II). Asi como también las diferentes eficiencias de los rendimientos
cuanticos derivados (phi(Po)= @po, psi(Eo)=Weo y phi(Eo)= ®Eo). Los pardmetros derivados
de la prueba OJIP, asi como la representacién de cada uno de ellos con los respectivos

componentes del FS se encuentran resumidos a continuacion (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Resumen de los parametros derivados de la prueba OJIP. Adaptado de Strasser y col. (2000).

Parametros Significado

Fo = fluorescencia a 20 us

Fas0 = fluorescencia a 250 ps

F = Intensidad de fluorescencia en el paso J (a 2 ms)

Fx = Intensidad de fluorescencia a 0,3 ms

Fm = maxima intensidad de fluorescencia

tfmax =tiempo en cada punto hasta llegar a Fy, in ms

Vi = (Fs- Fo) / (Fm - Fo)

Vk = (Fx - Fo) / (Fm - Fo)

Area =area entre la fluorescencia de la curvay Fy

Mo =4 .(Fas0- Fo) / (Fm - Fo); pendiente inicial del paso O-J
ABS = flujo de energia absorbida

TRo = flujo de energia atrapada a tiempo cero Fo

ETo = flujo de energia de transporte de electrones a tiempo cero Fo
Dlo = flujo de energia disipada a tiempo cero Fo

RC = centro de reaccion activo

cs = seccién transversal excitada

Rendimientos cuanticos

TRo/ABS phi(Po) = @po= Fu/Fm=(1 - Fo) / (Fm); orF./Fm; rendimiento cuantico maximo fotoquimico
primario del FSII.

ETo/TRo psi(Eo) = Weo= 1 - Vj; probabilidad de atrapar un exiton y mover un e- dentro de la cadena
transportadora después de la quinona A (Qa).

ETo/ABS phi(Eo) = @eo = (1 - Fo) / (Fm) . (1/ ETo/TRo); Rendimiento cudntico para el transporte de e".

Flujos especificos

ABS/RC =My . (1/V)) . (1/ TRo/ABS); energia absorbida por centro de reaccién o tamafio aparente
de antena

TRo/RC = Mo . (1/V)); energia atrapada por centro de reaccion

ETo/RC =My . (1/V)) . (ETo/TRo); energia de transporte de e  por centro de reaccion

Dlo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC); energia disipada por centro de reaccion

Flujos fenomenoldgicos

ABS/CS = energia absorbida por seccién transversal excitada

Dlo/CS = (ABS/CS) - (TRo/CS); energia disipada por seccién transversal excitada

TRo/ CS = (TRo/ABS) . (ABS/Cs); energia atrapada por seccidn transversal excitada

ETo/ CS = (TRo/ABS) . (ETo/TR) . (ABS/CS); energia de transporte de e por seccidn transversal
excitada

Otros parametros

RC/CS = (TRo/ABS) . (Vi)/My) . (ABS/CSy); centros de reaccidn por seccidn transversal

YRC = (1/(ABS/RC)) / (1 - (1/(ABS/RC)); Chlgc/Chliotai 0 probabilidad que el FSII tenga una
clorofila que funcione como centro de reaccién

Plags = ’\{RC/(].-YRC) . (TRo/ABS)/ (1- (TR()/ABS).(ET()/TR()) / (1- (ET()/TRQ); indice del estado del FSII,
es la energia que se conserva desde la absorcién de un fotén por FSII hasta la reduccién de la
quinona B

Sm = Area / (Fw - Fo); area complementaria normalizada. Relaciona el nimero de

transportadores de electrones por cadena transportadora de electrones, o energia necesaria
para cerrar todos los centros de reaccion.

SM/trmax =[RCabierto/(RCcerrado + RCabierto]=[Qa/ Qa(total)] Fraccion promedio de los RCs
abiertos en el intervalo de tiempo desde cero hasta el tiempo en el cual se alcanza la
fluorescencia maxima
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2- Hipotesis y objetivo general

La informacién presentada hasta el momento deja en evidencia la relevancia
cientifica y nutricional del arroz, asi como también el efecto de las limitaciones
ambientales en la respuesta de las plantas, como el crecimiento y alteraciones en el
rendimiento de grano. Como consecuencia, en base a los antecedentes mencionados
se planted la siguiente hipétesis de trabajo: “Una mejor capacidad fotosintética
contribuye a los mecanismos de tolerancia al estrés por frio, y puede ser utilizada
como criterio de seleccion de germoplasmas con mejores aptitudes agronémicas”.
Para poner a prueba dicha hipétesis, se propuso como objetivo general de esta tesis:
estudiar los mecanismos de respuesta y tolerancia del arroz a las bajas temperaturas
asociadas a la fotosintesis; profundizar los estudios en cuanto a la relevancia de la
capacidad fotosintética en relacién con una mejor produccién de grano, y estudiar la
arquitectura genética del FS. Para llevar a cabo éste objetivo general, se puntualizaron
una serie de objetivos particulares, los cuales se encuentran planteados en los

capitulos correspondientes del presente trabajo de tesis.
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3- CAPITULO 1: Modulacion estructural y funcional de la
fotosintesis, y cambios en la actividad del complejo liberador
de oxigeno (OEC) como respuesta a las bajas temperaturas en
dos variedades de arroz.
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3.1 Introduccion.

Las plantas de climas tropicales como el arroz, se encuentran regularmente
expuestas a las bajas temperaturas. Las temperaturas TS, estan definidas para el arroz
a partir de los 20°C o menos (Kabaki 1983; Takanashi y col. 1987). Las bajas
temperaturas reducen la cinética decrecimiento de las plantas, afectan el cierre
estomatico y procesos bioquimicos, provocando pérdidas en la actividad de la RuBisCo
y disminucién de las tasas de fotosintesis neta debido al efecto adverso en la
asimilacién de CO; (Allen y Ort 2001; Aghaee y col. 2011). En plantas sensibles, los
efectos del frio han sido relacionados con fendmenos de disipacién de energia,
mientras que un aumento en la asimilacion de CO, como sumidero de electrones
parece ser preponderante en plantas tolerantes a frio (Calzadilla y col. 2019). Al mismo
tiempo, la tolerancia de las plantas a los estreses ambientales estd determinado por el
equilibrio entre la tasa del dafo al FSIl, o fotodafio, y la tasa de su reparacién
(Takahashi y Murata 2008). En este sentido, las proteinas extrinsecas del FSIl como las
que conforman el OEC, son especialmente sensibles al estrés (Pérez Bueno y col.
2011). En plantas, esta estructura se compone principalmente por cuatro proteinas
PsbP (23kDa), PsbR (10kDa), PsbO (33kDa) y PsbQ (17kDa), que en plantas superiores,
se encuentran asociadas al lado luminal del FSIl (De Las Rivas y col. 2007). En
particular, la acumulaciéon de cada una de estas proteinas es altamente dependiente
de las otras (Allahverdiyeva y col. 2013). Particularmente, la proteina PsbO participa
directamente en la division del agua y estabilizacion del complejo de manganeso
(Mn4CaOs); a su vez, PsbP y PsbQ modulan la unién de los iones de Ca**y Cl requeridos
para una eficiente evolucion del oxigeno y proteccion del complejo MnsCaOs. En
conjunto, PsbO, PsbP y PsbQ estabilizan el OEC del lado dador de electrones (Yi y col.
2007a; Allahverdiyeva y col. 2009; Lovyagina y Semin 2016).

Por otra parte, PsbP es necesaria para el normal ensamblado y arquitectura del
tilacoide (Yiy col. 2009b). Finalmente, se sabe que la proteina PsbR se encuentra unida
al nucleo del FSIl y participa en la unién y estabilizacidon del OEC junto con PsbP (Suorsa
y col. 2006; Allahverdiyeva y col. 2007; De Las Rivas y col. 2007).

Con el objetivo de profundizar el conocimiento de la respuesta a nivel fotosintético
de plantas expuestas a bajas temperaturas, se evaludé la respuesta fisioldgica,
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bioguimica y molecular de dos variedades de arroz, Koshihikari e IR50 descriptas como

tolerantes y sensibles en Gazquez y col. 2015.

3.2 Objetivo particular.

Describir la respuesta fisiolégica, bioquimica y molecular de dos variedades de O
Sativa, con respuesta contrastante al estrés por bajas temperaturas, y sus posibles

mecanismos de tolerancia implicados a nivel del aparato fotosintético.

3.3 Materiales y métodos.

3.3.1 Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamientos.

Semillas de las variedades de arroz Koshihikari e IR50 se sembraron en placas de
Petri utilizando papel de filtro Whatman N25, hidratadas con 7,00 ml de una solucién
acuosa de carbendazim al 0,025% p/v. Luego las semillas se incubaron a 30°C en
oscuridad durante tres dias. Las plantulas obtenidas se transfirieron a recipientes de
4,00 litros, y se cultivaron en condiciones hidropdnicas con 3,00 litros de solucion
nutritiva Yoshida 1X (Yoshida y col. 1976), la composicidn de la solucidn nutritiva se
encuentra definida en la Tabla 1 del Anexo 1.

Las plantulas fueron cultivadas en una cdmara Percival E-30B (Percival Scientific®,
IA, EEUU), con fotoperiodo de 12/12 h (dia/noche), 80% de humedad relativa, con una
intensidad de luz de 260 umol fotones m2 s de radiacién fotosintéticamente activa
(PAR, de sus siglas en Inglés) y 26°C de temperatura (condicién de control o
temperatura 6ptima, TO). Se usaron pldntulas de 11 dias para todos los experimentos,
con el fin de que ambas variedades estén en la misma etapa fenotipica (tercera hoja).

El tratamiento de bajas temperaturas (tratamiento de estrés) se realizd6 en otra
camara de cultivo Percival E-30B (Percival Scientific®, 1A, EEUU) con idénticas
condiciones de luz y humedad que el tratamiento control, pero a temperatura de

crecimiento de 16°C, temperatura TS durante 4 dias.
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Todas las determinaciones fisioldgicas, bioquimicas y moleculares, se realizaron en
la tercera hoja en ambas condiciones, TOy TS, a los dias 1y 4 (D1 y D4). La soluciéon de

Yoshida se renové cada tres dias hasta el final del experimento.

3.3.2 Analisis de la fluorescencia transitoria de la clorofila a (prueba OJIP).

Se realizd la prueba no invasiva OJIP (Strasser y col. 1995), utilizando un
fluorometro portatil POCKET PEA (Hansatech Instruments® Ltd., King's Lynn, Norfolk,
Reino Unido). Para ello, se pre adaptaron las hojas a la oscuridad durante 20 min,
luego la prueba se efectué mediante la exposiciéon de dichas hojas a un pulso de luz
actinica, con una intensidad luminica de 3500 umol m2 s* durante 3 s. Se procesaron
los datos a través del software PEAplus (Hansatech Instrument® Reino Unido) y
Windows Excel (Microsoft WA, EEUU). Los términos utilizados en el analisis de la

prueba OJIP se encuentran definidos en la Tabla 1.1 de la introduccion general.

3.3.3 Calculos de parametros derivados del analisis de la prueba OJIP.

Mediante la prueba OJIP, se analizd el comportamiento de componentes
funcionales del FSIl, Quinonas a (Qa) y OEC. La cantidad de centros de reaccidon que

reducen Qa (QaRC) se calculd de la siguiente manera:

QaRc = [(RC / CS) tratadol/ (RC / CS) tratadoZ]. [(ABS / CS) tratadol / (ABS / CS) tratadoZ]

Se evalué el desacople del OEC utilizando los puntos de los datos de fluorescencia,
la cinética de fluorescencia se normalizé doblemente por F, y Fj segun la siguiente

ecuacion:

Wo; = (Ft-Fo) / (Fi-Fo)

Por ultimo se calculd la diferencia cinética:

AW, = WOJ(tratado) 'WOJ(controI)

Donde AWo; representa la banda k (300 us).
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Por su parte, la fraccion de centros OEC activos (OEC-RC) se calculé usando los
valores Vk y V), comparando las muestras control y tratadas, usando la siguiente

ecuacion:

Fraccién de los centros OEC = 1- (Vk / V) (tratado1) / 1- (Vk / V) (tratado2)

3.3.4 Actividad de los centros de reaccidon que reducen Quinonas b (Qp).

Para la determinacion de los centros de reacciéon que reducen Qp, (QwRC), se
realizaron otras pruebas OJIP, utilizando un fluorémetro Handy PEA (Hansatech
Instrument®, Reino Unido). Los centros de reaccion que reducen Qp se calcularon de
acuerdo con el protocolo denominado experimento de doble pulso, adaptado de
Appenroth y col. (2001). Las hojas pre adaptadas a la oscuridad durante 20 min se
expusieron dos veces durante 1 s con luz actinica de saturacién en un intervalo de 0,5 s
de oscuridad entre cada pulso de luz. El Fo de la segunda iluminacién puede ser mayor
debido a la fraccion de Q, reducida (Qa) restante. Por lo tanto, la fraccion de centros

gue reducen Qp se puede calcular de la siguiente manera:

QuRC = [1- (FO/ FM) (29puISO) / 1- (FO/ FM) (19 puISO)] = ¢* po /¢p0

Se procesaron los datos a través del software PEAplus (Hansatech Instrument®,

Reino Unido) y Windows Excel (Microsoft WA, EEUU).

3.3.5 Determinacién de intercambio de gases.

Se registrd la tasa neta fotosintética y la conductancia estomatica, en la tercera
hoja de plantas cultivadas en ambas condiciones de temperatura (TO y TS). Las
mediciones se llevaron a cabo con un analizador de gases por infrarrojos (TPS-2,
Ppsystems® Inc. MA, EEUU), equipado con una cubeta portatil para la medicién de
hojas (PLC-4). Las diferentes medidas se realizaron iluminando las hojas de plantas con

luz LED en condiciones de saturacion de luz (1500 pumol de fotones m2 s2).
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3.3.6 Tratamiento con 1,5-difenilcarbazida (DPC).

En primer lugar, las plantas se adaptaron a la oscuridad durante 1 h apagando las
luces de las cdmaras de cultivo. Luego, se cortaron segmentos foliares de 30 mm
correspondientes a la tercer hoja. Dichos segmentos de hojas, pertenecientes a la
misma planta se enjuagaron con agua destilada y se incubaron con 1,0 mM de DPC
(Sigma®, MO, EEUU), o con una solucion de metanol al 2,0%, respectivamente
(tratamiento con DPC y sin DPC). Posteriormente, se incubaron los segmentos en
completa oscuridad durante 3h, bajo las mismas condiciones térmicas de la planta de
origen. Luego, el desacople del OEC se determiné midiendo la fluorescencia transitoria
de la clorofila a, en la misma forma descripta anteriormente (usando un fluorémetro
Pocket PEA).

Las mediciones se realizaron para cada condicidon de temperatura (TO y TS) en cada

variedad a los dias 1y 4, las condiciones del ensayo se esquematizan en la Figura 1.3.

+DPC -bPC +DPC -DRC

MEDICION DE MEDICION DE
FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA

Figura 1.3: Representacion esquemadtica de la metodologia experimental utilizida en el
ensayo de DPC.
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3.3.7 Anadlisis de expresion de genes mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Se extrajo el ARN de muestras de hojas congeladas en N; liquido, utilizando el kit
Plant Spectrum Total RNA (Sigma®, MO, EEUU), segun las instrucciones del fabricante.
Se determind la calidad del ARN a través de electroforesis en gel de agarosa, y se
cuantific6 mediante andlisis espectrofotométrico. Para la eliminacion de DNA
contaminantes se trataron todas las muestras con DNAasa, utilizando el kit Ambion®
DNA-free (Life Technologies®), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La
ausencia de ADN de las muestras, se evalu6 mediante una reaccion de PCR de
amplificacién nula utilizando los pares de cebadores actina-1 (ACT-1). Luego se
sintetizd acido desoxirribonucleico copia (ADNc), a partir de 2 ug de ARN total, 100
pmol de cebadores de oligo-dT y la enzima M-MLV Transcriptasa Reversa (Promega®)
segun las instrucciones del fabricante.

Para cada reaccion de gRT-PCR, se utilizé una alicuota de 5 pl de una dilucién 1:5
de ADNGg, junto con 15 pul de FastStart Universal SYBR Green (ROX; Roche®, Suiza) y la
concentracion adecuada de cada cebador de acuerdo con su eficiencia.

En cada reaccidén, se evaluaron 4 réplicas bioldgicas, cada una con dos réplicas
técnicas, por muestra y por gen. Los cebadores utilizados en cada caso, se disefiaron
con la ayuda del programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems®, CA, EEUU).

Los parametros de ciclado utilizados consistieron en un paso inicial de 95°C por 10
minutos, dos pasos de ciclado a 95°C por 15s, y un paso de 60°C por 1 min, repetidos
40 veces. Finalizando con el protocolo de disociacidn. Las amplificaciones se realizaron
en un equipo de qPCR StepOne Plus® (Applied Biosystems®, CA, EEUU).

Se calculd el ciclo umbral promedio para cada transcripto, y la cuantificacion de la
expresion génica se determind en funcidn de la expresién relativa del gen de interés y
el gen de referencia ACT-1 (Li y col. 2009). Para fines comparativos, se utilizé el valor
promedio del ciclo de umbral de las muestras control como referencia. Los
identificadores de los genes analizados y las secuencias de los cebadores de los

respectivos genes se encuentran definidos en la Tabla 2 del Anexo 1.
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3.3.8 Extraccion de proteinas para inmunodeteccion.

Hojas de plantas de ambas variedades cultivadas a TO y TS se molieron con
nitrégeno liquido. Para la inmunodeteccién de PsbP, se extrajeron las proteinas
solubles totales mediante la utilizacién de una solucidn tampdn de extraccién (100 mM
de soluciéon tampdn de fosfato de potasio pH = 7,2; 0,1% Triton X-100, 1,0 mM EDTA,;
5,0 mM ditiotreitol-DTT- y 0,2 mM PMSF) en una relacion 1:5 p/v. Posteriormente, los
extractos se centrifugaron a 10.000 g en frio (4°C) por 10 min, y los sobrenadante se
utilizaron en las posteriores inmunodetecciones.

Para la inmunodeteccidn de PsbR, se homogeneizaron hojas con nitrégeno liquido
de plantas de ambas variedades cultivadas bajos TO y TS. Las proteinas se extrajeron
mediante la utilizacién del tampdén Laemmli (0,5M Tris-HCI pH 6,5; 4,0% SDS; 20,0%
glicerol y 10,0% B-mercaptoetanol) en una relacién 1:3 p/v. Posteriormente, los
homogenatos se centrifugaron a 10.000 g en frio (4°C) por 10 min, los sobrenadantes

se reservaron para las posteriores inmunodetecciones.

3.3.9 SDS-PAGE e inmunodetecciones de PsbP y PshR.

Las proteinas se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 18%
(p/v) con dodecil sulfato de sodio (SDS, de sus siglas en inglés) (Sambrook y col 1989).
Luego los geles se tifleron con azul brillante de Coomassie y se electrotransfirieron a
una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF; GE Healthcare®) usando una
unidad de transferencia eléctrica (Bio-Rad®). Las membranas se incubaron
secuencialmente con anticuerpos monoclonales de conejo anti-PsbP (dilucion
1:15.000; Agrisera® Suecia) o anticuerpo monoclonal de conejo anti-PsbR (dilucién
1:5.000; Agrisera® Suecia). El andlisis de inmunodeteccién se realizd utilizando
inmunoglobulina G (IgG) de cabra como anticuerpo secundario, conjugado con
fosfatasa alcalina (dilucién 1:30.000; Sigma). La reaccién de revelado se desarrolld
mediante la adicion de nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate
(NBT/BCIP) sustrato (Promega®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizé la cuantificacion de las bandas detectadas para las proteinas PsbP y

PsbR, a través del programa Image J (Instituto Nacional de Salud, MD, EEUU) utilizando
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tres inmunotransferencias independientes. La media de cada cuantificacién se
relativizdé a la intensidad de las bandas control para cada proteina y para cada

variedad. Todos los valores se expresaron en unidades arbitrarias (UAs).

3.3.10. Analisis estadistico.

En todos los casos, se consideré como unidad experimental a una planta cultivada
individualmente, excepto en los ensayos de DPC donde la unidad experimental fue
representada por un segmento de hoja. El andlisis de las variables se realizé
implementado la prueba-t de Student (p<0,05) en R Studio. El andlisis estadistico de la
expresion relativa de genes se realiz6 mediante la aplicaciéon de analisis de
micromatrices de ADN del programa InfoStat (Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina, Di Rienzo y col. 2008) con 5000 ciclos de remuestreo (p<0,05).

Las graficas que se presentan se realizaron con el programa GraphPad Prism

(GraphPad software Inc. CA, EEUU).
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3.4 Resultados.

3.4.1 Crecimiento de las variedades IR50 y Koshihikari a bajas temperaturas.

Se evalud el crecimiento de la tercera hoja de dos variedades de arroz, IR50 y
Koshihikari a TO y TS, durante 4 dias (Figura 2.3). En comparaciéon con la condicién
control, el tratamiento de frio redujo el crecimiento en ambas variedades; sin embargo
ésta reduccién fue mayor en IR50 en contraste con lo observado en la variedad
Koshihikari (Figura 2.3, Tabla 1.3). Estos resultados indican una mayor tolerancia a las
TS de la variedad Koshihikari y una mayor sensibilidad de IR50 frente a las bajas

temperaturas.

O+ Koshikari-TO
—@- Koshihikari-TS
2>+ IR50-TO
IR50-TS

Crecimiento relativo cm

Dias

Figura 2.3: Crecimiento de las variedades IR50 y Koshihikari en condiciones de TO y TS.
Las mediciones fueron relativizadas al dia inicial de los tratamientos control (TO) y frio
(TS). En la grafica se representa los valores medios +DE de crecimiento. Simbolos abiertos
representan la condicion de TO; simbolos cerrados representa la condicién de TS. En
negro estd representada la variedad Koshihikari, en gris se representa la variedad IR50.
Los datos mostrados provienen de 10 réplicas bioldgicas(n=10).
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IR50 TO IR50 TS Koshihikari TO Koshihikari TS

Media *DE Media *DE Media *DE Media *DE

D1 4,12 2,05 1,12 0,24 4,75 0,63 4,93 2,41
D2 7,28 2,19 2,16 0,25 8,02 1,02 6,15 2,21
D3 9,53 2,29 3,34 0,28 9,69 1,43 7,26 2,20
D4 10,62 2,21 4,15 0,46 10,13 1,57 8,22 2,13

Tabla 1.3: Crecimiento de las variedades IR50 y Koshihikari en condiciones de TO y TS.
Las mediciones fueron relativizadas al dia inicial de los tratamientos control (TO) y frio
(TS), en cada caso se resto la longitud de la hoja tres al inicio del tratamiento. Los datos
mostrados provienen de 10 réplicas bioldgicas (n=10).

3.4.2 Respuesta Fotosintética.

En diferentes especies de plantas, las bajas temperaturas afectan al cloroplasto
generando alteraciones en la fotosintesis (Mishra y col. 2018; Bonnecarrére y col.
2011; Kriiger y col. 2014). Por esta razén, se estudio el efecto del frio sobre el proceso
fotosintético en la variedad tolerante (Koshihikari) y sensible (IR50), a los dias D1 y D4
de tratamiento (inicio y fin del tratamiento). En primer lugar, a partir del analisis OJIP
realizado, se observo una reduccion en el rendimiento cuantico maximo del FSII (Fv/Fm)
desde el D1 de tratamiento de bajas temperaturas para ambas variedades,
comparados con sus respectivos controles (Figura 3.3A). Por otra parte, la distribucion
de datos para la variedad IR50 registré una baja del 90% del valor 6ptimo de 0,75 para
Fu/Fm (Bolhar-nordenkampf y col. 1989), a D1 y D4 de TS en comparacién con la
condicidon de TO (Figura 3.3B). En cambio, la variedad Koshihikari solo registré una
reduccién del 40% en F,/Fm al dia cuatro del tratamiento de frio, en comparacion con
la condicion control (Figura 3.3B). A su vez, en condiciones control, no se observaron
alteraciones en los valores dptimos, como asi tampoco en la distribucién de este
parametro, donde el 100% de los datos se ubicaron dentro del rango éptimo (0,85-

0,75), durante todo el ensayo (Figuras 3.3Ay 3.3B).
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Fv/iIFm
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0.954
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0.754
0.70+
0.65
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Figura 3.3: Rendimiento cuantico maximo del FSII (Fv/Fm). Las mediciones se realizaron a dia 1 (D1) y
dia 4 (D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). (A) Valores medios +DE de F./Fm. Barras blancas
representan TO; barras grises representan TS. (B) Distribucion *DE de los valores de F./Fm de cada
planta circulos abiertos, representan TO; circulos grises, representan TS. Los datos mostrados
provienen de 17 réplicas bioldgicas (n=17). Lineas de puntos rojas y azules, simbolizan el valor éptimo

minimo y maximo respectivamente (0,75-0,85) de Fy/Fm.
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También se calcularon otros parametros derivados de la prueba OJIP a D1 y D4,
relativizando los valores de cada parametro obtenido a TS por su respectivo control a
TO, en ambas variedades (Figura 4.3). La mayoria de los parametros fueron alterados
como consecuencia del tratamiento a TS en ambas variedades durante todo el ensayo
(D1 y DA4), siendo el indice de performance (Plas) el pardmetro mas afectado,
mostrando una reduccién mas importante en IR50 en comparacion con Koshihikari. El
tamafio de antena aparente (ABS/RC) y el flujo de energia atrapada por RC (TRo/RC), se
incrementd en ambas variedades a lo largo del tiempo, siendo este incremento mayor
en IR50 en relacion al aumento observado en Koshihikari. Por otro lado, se observd
una disminucién en el flujo de transporte de electrones por RC (ETo/RC), y en el flujo
de transporte de electrones hasta el FSI por RC (REo/RC) para ambas variedades a D1.
Sin embargo, a D4 de tratamiento hubo un incremento de ETo/RC y REo/RC para IR50,
mientras que la variedad Koshihikari no presentd cambios en estos valores con
respecto a D1. Cuando se analizaron los flujos fenomenoldgicos (por seccién
transversal, CS), se observé una disminucién en el flujo de transporte de electrones
(ETo/CS y REo/CS) a los dias D1 y D4, siendo estos cambios mayores para IR50 en
comparacion con Koshihikari. Por otra parte, el flujo de energia atrapada (TR./CS) se
redujo significativamente al dia 4 de tratamiento a TS solo para en la variedad IR50
(Figura 4.3).

Con respecto a los rendimientos cuanticos del FSIl, @eo= ETo/ABS (phi(Eo)) y Weo=
ETo/TRo (psi(Eo)), ambos disminuyeron por efecto del tratamiento a TS en comparacion
con TO en las dos variedades. Siendo siempre la variedad IR50 el mas afectado por el
efecto de estrés por frio (Figura 4.3). Estos resultados, son consistentes con el menor
flujo de trasporte de electrones y el menor flujo de energia atrapada en IR50,
producido por la condicién de estrés, en comparacién con la condicién control (Figura
4.3).

Por ultimo, el nimero de centros de reaccidn activos del FSIl (RC) por seccidn
transversal (RC/CS), se redujo significativamente solo al D4 de tratamiento TS para la
variedad Koshihikari, en comparacion con la condicidon control (Figura 4.3). Mientras

que para IR50, la reduccién de RC/CS comenzd desde el inicio de la exposicidén a TS,
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tratamiento de TO (Figura 4.3).

intensificandose la disminucién a lo largo del tratamiento de frio, comparado con el

m Koshihikari
A Pl ab B Pl abs
abs 2,00
2,00 + RE/CS, L ABS/RC
RC/CS. LABS/RC 1,50
1,50 + / ; /
i
REofCSo L _\TRo/RC REo/Cor A TRo/RC
D1 ETo/CSo ~——{ETe/RC ETo/CSo—" T ETo/RC
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e \/ - ",
TRo/CSo ; : REo/RC TRo/Cso YREo/RC
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Figura 4.3: Cambios de diferentes parametros funcionales y estructurales derivados de la prueba OJIP.
Las mediciones se realizaron a dia 1 (D1) y dia 4 (D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). Todos
los parametros fueron relativizados a sus respectivos controles a los D1 y D4 de tratamiento. Lineas
rojas representan al tratamiento TO, lineas azules representa al tratamiento TS. Los datos mostrados
provienen de 17 réplicas bioldgicas (n=17).

Por otra parte, se midieron parametros de intercambio gaseoso a saturaciéon de luz
(Figura 5.3), especificamente la tasa de fotosintesis neta (Asat) y la conductancia
estomatica (Gs). Los valores de Asat se redujeron en el D1 de tratamiento de TS en
ambas variedades comparadas con la condicidon TO. Siendo estas reducciones de un
77,9% y de un 60,0% para IR50 y Koshihikari respectivamente. Contrariamente al D1 de
tratamiento de TS, solo la variedad IR50 mostré diferencias significativas en los valores
de Asat a D4, estas diferencias fueron de un 63,6% en comparacién con la condicién
TO. Por el contrario, la variedad Koshihikari no mostré diferencias significativas en el

valor de Asat en comparacion con la condicion de TO a D4 (Figura 5.3A).
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Por otro lado, el parametro Gs mostré el mismo comportamiento que Asat en la
variedad Koshihikari, los valores de de este parametro se redujeron solamente al D1 de
tratamiento TS (75,7%). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al D4
de TS en comparacion con sus respectivos controles (Figura 5.3B). Por el contrario,
IR50 no fue capaz de recuperar los valores de Gs durante el tiempo de ensayo,
presentando descensos similares a los D1 y D4 de tratamiento. Los valores de
reduccion de Gs como consecuencia del estrés fueron del 85,1% y 83,5% a D1 y D4

respectivamente (Figura 5.3B), comparado con los respectivos controles a D1 y D4.
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Figura 5.3: Parametros de intercambio gaseoso. Las mediciones se realizaron a dia
1 (D1) y dia 4 (D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). (A) tasa de
fotosintesis neta a saturacién de luz (Asat). (B) conductancia estomdtica (Gs).
Barras blancas representan TO; barras grises representan TS. Los datos mostrados
son la media +DE de 7 réplicas bioldgicas (n=7). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos para cada variedad, seglin la prueba t de
Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001), ns indica que no hay
diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad. 29



3.4.3 Cambios en la cinética de la fluorescencia transitoria de la clorofila a.

Analizando los cambios en la traza de las curvas de fluorescencia derivadas de la
prueba OJIP normalizadas a Fo, se estimd el comportamiento de Qa, Qv y OEC; en
respuesta al tratamiento de TS. La curva OJIP mostro una traza normal en ambas
variedades a TO durante todo el ensayo (Figura 6.3). Tanto en la variedad IR50 como
en la variedad Koshihikari hubo un aumento en el paso J de la curva OJIP a TS, siendo
este aumento mayor en IR50, en comparacion al aumento observado para la variedad
Koshihikari en condiciones de TS (Figura 6.3). En condicién de TS, el paso J de la curva
OJIP para la variedad IR50 fue levemente menor al D4, comparado con el D1 en la
misma condicién térmica (Figura 6.3A). Contrariamente, en la variedad Koshihikari el
paso J de la curva no mostré cambios al D4 de TS, manteniéndose en niveles similares
a los D1 y D4 de tratamiento TS (Figura 6.3B). El aumento observado en el paso J,
producido por el tratamiento de TS, indica una acumulacién de Q, reducido (Q), que
no puede transferir electrones rdpidamente al segundo aceptor de electrones de
quinonas (Qg). En este sentido, se observd una mayor acumulacion de Q. como
consecuencias de las bajas temperaturas. Esta reduccién, fue mas marcada en la

variedad IR50 en comparacién con la variedad Koshihikari.
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Figura 6.3: Curvas polifasicas OJIP normalizadas por Fo (20us) y FmVi= (F-Fo)/(Fm-Fo).

(A) Variedad IR50. (B) Variedad Koshihikari. Simbolos abiertos en rojo representan al
tratamiento TO; simbolos cerrados en azul representan el tratamiento TS. Los cuadrados
simbolizan el D1 de tratamiento; los circulos simbolizan al D4 de tratamiento. Los datos
presentados provienen de 17 plantas (n=17)
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Con el propésito de seguir evaluando el efecto de las TS se realizd una segunda

normalizacién de la curva OJIP entre los pasos O y J, y se calculé la diferencia cinética

AW, (Figura 7.3). Como consecuencia de las bajas temperaturas se observd un

aumento en la curva a los 300 pus en ambas variedades estudiadas a D1 y D4. El

incremento en la curva denominado como banda K, fue mayor para la variedad IR50 en

comparacion con la variedad Koshihikari a D1 y D4 respectivamente. Una evolucion en

la banda K significa una menor derivacion de electrones desde el OEC hacia Q,, para

que esta pueda ser re-oxidada. Esta respuesta de aumento en la banda K frente a la

condicidon de TS es mayor en IR50, en comparacidon con Koshihikari, una observacién

gue es consistente con el aumento observado en el paso J.
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Figura 7.3: Curva polifasica OJIP normalizada por Fo (20us) y Fi Wos=(Ft-Fo)/(Fi-Fo). AWo; es la
diferencia cinética entre TS y TO. Simbolos abiertos representan a la variedad IR50, simbolos
cerrados representan a la variedad Koshihikari. Los cuadrados simbolizan el D1 de tratamiento;
los circulos simbolizan al D4 de tratamiento. Los datos presentados provienen de 17 plantas

(n=17).
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3.4.4 Efectos del frio sobre los centros de reaccion Q.RC, Q,RC y OEC-RC del FSII.

Se determind el comportamiento de diferentes centros de reaccién (RCs) como
indicador del estado funcional del FSII (Chen y col. 2014), en primer lugar se analizo el
parametro Sm/trmax que expresa la fraccion promedio de RC abiertos en el FSII,
durante el tiempo necesario para completar su cierre (Figura 8.3A). Solo se observaron
cambios significativos en este pardmetro en la variedad IR50, donde al D1 de
tratamiento de TS, se registré6 una caida de este parametro de un 13,9% en
comparacion la condicidon control. Por el contrario al D4 del tratamiento de frio
Sm/trmax aumento su valor un 18,2% en comparacidn con su control (TO).

En segundo lugar, se estimaron las fracciones de RCs capaces de reducir Qay (QaRC)
y Qb (QuRC). Con respecto a los niveles de QiRC, estos disminuyeron en IR50 como
consecuencia del tratamiento a TS a D1 y D4 (Figura 8.3B). En este sentido, los valores
de caidas mostrados en IR50 fueron de un 8,0% a D1 y un 45,0% a D4, ambos
comparados con sus respectivas condiciones de TO. Sin embargo, la variedad
Koshihikari solo mostré caida de QiRC al D4 de TS, la misma fue de un 15,0% menor
comparando las condiciones de TO y TS.

Al mismo tiempo, los QuRC se redujeron significativamente debido al tratamiento
de TS en comparacion con la condicién de TO en ambas variedades (Figura 8.3). En
este sentido, en IR50 se observé una caida del 5,0% en Qy,RC a D1, observandose la
mayor diferencia de QwRC al D4 de tratamiento TS, con valores de 17,4% en
comparacion con su respectivo control (Figura 8.3C). Por su parte, en la variedad
Koshihikari la reduccion de QuRC fue de un 4,8% y 6,2% al D1 y D4 respectivamente,
comparando el tratamiento de TS con la condicidn control en cada caso (Figura 8.3C).

Finalmente, se estimaron las fracciones de centros de reaccion OEC activos (OEC-
RC). Estos disminuyeron en IR50; y en menor medida, en Koshihikari (Figura 8.3D). Si
bien ambas variedad mostraron diferencias significativas entre los tratamientos TO y
TS a D1 Y D4, solo la variedad IR50 presenté una reduccién mas pronunciada de los
OEC-RC. Para esta variedad, se observd que esta disminucidn fue la misma al D1 y D4
de tratamiento TS, las mismas fueron de un 19,0% en comparacion con sus respectivos

controles. Por su parte la variedad Koshihikari presenté reducciones no tan marcadas
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de los OEC-RC como consecuencia de las bajas temperaturas en comparacién con sus

controles, las mismas fueron de un 4,0% y un 6,0% menor a D1 y D4, respectivamente.
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Figura 8.3: Determinacion de diferentes centros de reaccion (RCs) del FSII.

Las mediciones se

realizaron a dia 1 (D1) y dia 4 (D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). (A) Promedio de la
fraccion de centros de reaccion abiertos (Sm/trmax) en el intervalo de tiempo desde la fluorescencia
inicial hasta el tiempo de fluorescencia maxima. (B) Fraccion de centros que reducen Qa. (C) Fraccion
de centros de reaccion que reducen Qp. (D) Fraccion de centros de reaccidon OEC activos. Barras blancas
representan TO; barras grises representan TS. Los datos mostrados son la media +DE de 17 réplicas
bioldgicas (n=17). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada
variedad, segun la prueba t de Student (*p<0,05; **p<0, 01; ***p<0,001; ****p<0,0001), ns indica que
no hay diferencias significativas entre los tratamientos.
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3.4.5 Tratamiento con el donante artificial de electrones, 1,5-difenilcarbazida (DPC).

Con el fin de evaluar la importancia del OEC en el balance energético del FSIl en
condiciones de bajas temperaturas, se incubaron segmentos de hojas como se detalla
en la Figura 1.3, en presencia o ausencia del dador de electrones artificial DPC (Figura
9.3). Los resultados de éste experimento, indicaron que los aumentos en la banda K
fueron similares en ambas variedades en ausencia de DPC al D1 de tratamiento
(Figuras 9.3A y 9B). Mientras que en segmentos de hojas suplementados con DPC, se
observd una reversién de la banda K en ambas variedades presentando valores
negativos tanto en IR50 como en Koshihikari. Siendo la variedad IR50 la que presenté
valores mas negativos (Figuras 9.3A y 9.3B).

Por otro lado, luego de 4 dias de tratamiento a TS y TO, se observd una mayor
banda K en segmentos de hojas de la variedad IR50 en ausencia de DPC, comparado
con segmentos de hojas de Koshihikari en ausencia de DPC. A este tiempo, segmentos
de hojas suplementados con DPC redujeron la banda K en ambas variedades (Figuras
9.3Cy 9.3D). En este sentido, la mayor reduccién de banda K se observé en la variedad
IR50, cuando se compararon segmentos de hojas en ausencia o presencia de DPC a D4
(Figura 9.3C). Por su parte, la variedad Koshihikari presenté una menor reversion de
banda K por accion del tratamiento de DPC, cuando se la compard con la variedad IR50

a D4 (Figura 9.3D).
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Figura 9.3: Curva polifasica OJIP normalizada por Fo (20us) y F; Wos = (Ft-Fo)/(Fi-Fo). AWo; es la diferencia
cinética entre TS y TO. Se representan las curvas en presencia y ausencia de DPC (+DPC y —DPC,
respectivamente). Simbolos naranjas —DPC, simbolos violeta +DPC (A) Variedad IR50 D1, (B) Variedad

Koshihikari D1 (C) Variedad IR50 D4 (D) Variedad Koshihikari D4. Los datos presentados provienen de 7

segmentos de plantas (n=7).
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3.4.6 Respuesta de las proteinas del OEC a las bajas temperaturas.

Las proteinas que conforman el OEC, PsbP, PsbR, PsbO y PsbQ. Son proteinas
extrinsecas asociadas al lado luminal de la membrana del FSII, con un rol importante
en la fotosintesis y en el equilibrio de transferencia electrénica (De Las Rivas y col.
2004). Con el objetivo de estudiar la respuesta frente al frio de este grupo proteico en
Oryza Sativa. L, se analizd la expresidon génica relativa mediante gRT-PCR (Figura 10.3).
En la variedad IR50, el tratamiento de TS redujo la expresion relativa de los genes
PsbP, PsbR y PsbQ; en comparacién con el valor de referencia al D1 (Figura 10.3A). Al
mismo tiempo de ensayo, el gen PsbO no mostré una reduccién significativa en su
expresion relativa en plantas de dicha variedad como consecuencia del tratamiento de
TS (Figura 10.3A). A su vez, IR50 mostrd una reduccién de la expresidn génica respecto
del valor de referencia, de todos los genes evaluados debido al efecto de las bajas
temperaturas (Figura 10.3B). Por el contrario, en la variedad Koshihikari solo al D4 de
tratamiento a TS se observéd una disminucion en la expresidn génica relativa,

Unicamente para el gen PsbP (Figura 10.3B).
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Figura 10.3: Expresion relativa de los genes PsbR, PsbP, PsbO y PsbQ. (A) D1 de tratamiento. (B) D4 de
tratamiento. Los valores representan la media +EE de 4 réplicas bioldgicas (n=4). Barras blancas simbolizan la
expresion relativa de los genes del cultivar IR50. Barras oscuras simbolizan la expresion relativa de los genes
del cultivar Koshihikari. La linea roja que corta el eje Y en 1 representa la expresion génica de referencia. Los
asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad (*p<0,05; **p<0,01), ns

indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad.
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Por otro lado, se evaluaron los niveles proteicos de PsbP y PsbR; el analisis de
inmunotransferencia demostré que las proteinas PsbP y PsbR fluctuaron a lo largo del
experimento como consecuencia del tratamiento de TS en ambas variedades (Figura
11.3). En este sentido, IR50 presentd una disminucion del contenido de la proteina
PsbP al D1 de tratamiento con una recuperacién parcial al D4 de TS. Estas reducciones
fueron de un 51,0% y un 18,0% al D1 y D4 respectivamente (Figura 11.3B). Con
respecto a los niveles proteicos de PsbR, estos disminuyeron un 50,0 % al D1 de
tratamientos a TS, esta reduccidon continud observandose al D4 de tratamiento a TS,
presentando valores de un 56,0 % menor en comparacion con la condicién de TO
(Figura 11.3B).

En contraste, la variedad Koshihikari no presentd cambios en el contenido de PsbP
entre tratamientos a D1 mientras que el contenido de PsbR presentd un incremento
del 16,0% en el tratamiento TS comparado con la condicion control a D1 (Figuras 11.3A
y 11.B). Sin embargo, esta variedad mostré una caida en el contenido de ambas
proteinas, con reducciones de 11,0% y 40,0% para PsbP y PsbR; respectivamente,

cuando se comparan la condiciéon de TSy TO al D4 (Figura 11.3B).
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Figura 11.3. Contenido de proteinas PsbP y PsbR. Las mediciones se realizaron a dia 1 (D1) y dia 4
(D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). (A) Inmunotransferencias representativas de las
proteinas PsbP (23 kDa) y PsbR (10 kDa). P banda representativa de proteina tefiida con azul de
coomassie. (B) Contenido relativo de proteinas en las inmunotranseferencias. La cuantificacion
(UAs) corresponde a la media +EE de 3 inmunotransferencias independientes, y se expresa relativa
a su respectivo control, para cada proteina en particular.



3.5 Discusion.

3.5.1 Alteraciones en el crecimiento como consecuencia de las temperaturas sub-

optimas.

El estrés por bajas temperaturas tiene un efecto significativamente negativo en el
crecimiento de las plantas (Murata y col. 2007). La predisposicién de las plantas a
mantener el equilibrio entre la energia absorbida a través de la fotoquimica, y la
posterior utilizacién de esa energia por el metabolismo se denomina fotostasis. El
fendmeno de la fotostasis vincula el proceso de crecimiento con la fotosintesis (Huner
y col. 2003). El desequilibrio energético o la ruptura de la fotostasis, inducido por
diferentes condiciones estresantes, puede desencadenar diferentes mecanismos para
mantener alta la actividad del FSIl y sostener el crecimiento y la productividad en las
plantas (Melis 1998).

En el presente capitulo, se evalué el crecimiento de dos variedades de arroz, IR50 y
Koshihikari, sometidas a condiciones de TS (Figura 2.3 y Tabla 1.3). Resultando un
comportamiento contrastante entre ambas variedades en respuesta al estrés por frio.
La reduccién del crecimiento registrada en plantas de arroz expuestas a TS, podria ser
entendida como un fenédmeno de ruptura de la fotostasis. Entonces, la diferencia de
crecimiento contrastante en condiciones de TS entre IR50 y Koshihikari, podria
explicarse mediante mecanismos de respuesta diferencial a las bajas temperaturas,

asociados a la actividad del FSII.

3.5.2 Alteraciones en la fotosintesis como consecuencias del estrés por frio en O.

Sativa.

El fendmeno de daio fotosintético o fotodafio, se encuentra caracterizado por una
reduccion en la fijacién de CO; y pérdida la eficiencia fotoquimica del FSII (Takahashi
and Murata 2008). En particular, el estrés por frio puede acelerar el proceso de
fotodafio debido a que este produce el deterioro de estructuras funcionales del AF
(Murata y col. 2007). Los datos obtenidos mostraron una reducciéon en los valores de
Fu/Fm desde el inicio del tratamiento a TS en IR50, indicando que el estrés por frio

afecta el proceso fotosintético (Figura 3.3 y Figura 5.3A). En este sentido, la variedad
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Koshihikari presenté una mejor capacidad fotosintética en condiciones de estrés en
comparacion con la variedad IR50. A su vez, la conductancia estomdatica también fue
menos afectada por la condicidon de TS en la variedad Koshihikari (Figura 5.3B). Se ha
reportado que aumentos en Gs contribuye a una mayor asimilacién de CO,, lo que es
equivalente a decir un aumento en Asat (Tanaka y col. 2013). Particularmente, en
condiciones de estrés por frio se ha observado que la disminucidn de Asat ocurre en
paralelo con la caida en Gs (Calzadilla y col. 2016). En linea con lo anteriormente
expuesto, nuestros resultados sugieren que la variedad Koshihikari posee una mejor
regulacién entre la absorcién y el transporte de la energia fotoquimica en condiciones
de TS, contrariamente a lo observado para IR50, donde se observé una temprana
pérdida de la capacidad fotosintética desde el inicio del tratamiento a TS.

Por otra parte, la reduccion del pardmetro Plabs inducido por el tratamiento de
estrés (Figura 4.3), estaria indicando alteraciones en el funcionamiento del FSlI, siendo
la variedad IR50, el mas afectado durante la exposicion a TS (Figuras 4A y 4B). El Plabs
combina tres parametros independientes; RC/ABS, @ro, Weo, que representan la
estructura y funcionalidad del FSII (Strasser y col. 1999). La dependencia del Plaps con la
densidad de centros de reaccidn, la eficiencia de captura, y la eficiencia de transporte
de electrones dentro del FSII; convierte al Plapsen un parametro muy sensible. Ya que si
un estrés afectara a cualquiera de estos procesos, estos cambios se verian reflejado en
un cambio de este indice (A. Stirbet y Govindjee. 2011; A. Stirbet y col. 2018).

Mientras tanto, la reduccién observada en ETo/RC y ETo/CS en ambas variedades
(Figuras 4.3A, 4.3B y 4.3D), seria consecuencia de una disminucién en el flujo de
electrones desde Q. hacia Qp causada por las bajas temperaturas (Gururani y col.
2015); asi como la reduccién en REo/RC y REo/CS (Figuras 4.3A, 4.3B y 4.3D), estaria
causado por una deficiencia en la energia transmitida a través de la cadena
transportadora de electrones, teniendo como aceptor final al FSI; tal como fue
sugerido en ensayos de estrés por frio en soja (Kriiger y col. 2014). Sin embargo, IR50
presentd mejoras en los valores ETo/RC al D4 de tratamiento. Esta mejora en el flujo
de transporte de electrones, puede ser asociada con una mayor actividad en el FSI en
IR50, tal como lo indica el aumento en REo/RC. Dicha observacion, se encuentra

respaldada por ensayos complementarios de expresion relativa de los genes PetH y
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PetF (Figura 1 en Anexo 1), que codifican para las proteinas ferredoxin-NADP*
Oxidoreductasa (FNR) y ferredoxia (Fd). Dos proteinas que participan en el ultimo paso
del transporte de electrones en el FSI (Palatnik y col. 2003; Rodriguez y col. 2007).

El pardametro ABS/RC es un flujo especifico denominado tamafio aparente de
antena. Incrementos en ABS/RC han sido relacionados con el dafio en el FSIl en
condiciones de estrés ( Yusuf y col. 2010; Dabrowski y col. 2016; Kalaji y col. 2018). Por
lo tanto, el aumento en ABS/RC registrado desde el inicio en IR50 (Figuras 4.3 Ay
4.3C), indicaria que el proceso de dafio del FSIl se inicia a tiempos cortos en IR50.
Contrariamente a lo observado en Koshihikari, donde el incremento de ABS/RC es mas
evidente al D4 (Figura 4.3D). Particularmente, se ha reportado que las plantas bajo una
condicidon de estrés por frio, aumentan su tamano de antena como mecanismos de
regulacién entre la energia absorbida y la energia transportada por el FSIl (Huner y col.
1998). Afirmacion que es consistente con la fuerte reduccién del transporte de
electrones observado en IR50 en comparacién con Koshihikari, principalmente al D1 de
tratamiento de TS (Figura 4.3).

En ambas variedades, junto con el aumento en ABS/RC, se observd un incremento
en el parametro TRo/RC como consecuencia del tratamiento de TS. Indicando que mas
energia estaria siendo atrapada por centro de reaccién activo. Al respecto, se ha
reportado que en condiciones de estrés, el incremento en ABS/RC y TRo/RC seria como
consecuencia de una menor densidad de RC activos por seccion transversal de hoja,
RC/CS (Susplugas y Col. 2000; De Ronde y Col. 2004; Jedmowski y Briiggemann. 2015).
Lo que seria consistente con la pronunciada disminuciéon observada en el pardmetro
RC/CS en la variedad IR50 sometida a TS. A su vez, esta tendencia a la baja en RC/CS
desde el inicio de la condicidn de estrés, particularmente registrado en IR50, coincide
con los mayores aumentos en ABS/RC y TRo/RC observados para esta misma variedad,
desde el inicio hasta el final del tratamiento a TS. Por otra lado, como consecuencia de
la reduccion en RC/CS, menos energia estaria siendo atrapada por seccion transversal
de hoja (R. Strasser y col. 2000; Kalaji y col. 2017). Esta afirmacién, concuerda con el
comportamiento observado en IR50 al D4 de TS, donde hubo una mayor disminucién

en RC/CS, en paralelo con una disminucién en TRo/CS (Figura 4.3).
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Por ultimo, los parametros de rendimientos cudnticos que proporciona la prueba
OJIP, @eo (ETo/ABS) y Weo (ETo/TR) mostraron una caida por efecto del tratamiento a
TS, en mayor medida para la variedad IR50. A su vez, la disminucidn de Wgo observada
en Koshihikari por accion de las bajas temperaturas, explica los bajos valores
observados para el pardmetro Plaps, siendo Weo el componente que mas contribuye a la
variacion del Plaps en Koshihikari. Por otra parte, los pequefios cambios en F,/Fm (Figura
3.3) y los fuertes cambios en @eo y Weo mostrados por la variedad Koshihikari
principalmente al D1 de TS (Figura 4.3). Sugiere que en dicha variedad, las TS no
afectan las reacciones primarias de la luz del FSllI, pero si el flujo de electrones mas alla
de Qa. Lo mencionado, también sugeriria que la causa de la caida de energia para el
transporte de electrones, no se origind en alteraciones negativas de los RCs para la
variedad Koshihikari; a diferencia de lo observado en IR50 donde la disminucidon de Weo
fue acompanado de un aumento en ABS/RC (ambos componentes del Plaps) desde el

inicio del tratamiento de TS.

3.5.3 Alteraciones en los centros de reaccién y el OEC como consecuencia de las bajas

temperaturas.

Cambios en los estados de redox de las quinonas (Qa y Qb) han sido reportados en
plantas sometidas a diferentes estreses (Foyer y col. 2002; Pagter y col. 2008; Chen y
col. 2014; Zureky col. 2014). Particularmente, se han reportado desregulaciones en el
transporte de electrones desde el FSII hacia el FSI en respuesta a las bajas
temperaturas (Adam y Murthy 2014); siendo este un punto sensible que afecta
finalmente la fijacion de CO;, un aspecto importante en el contraste entre variedades
sensibles y tolerantes frente a esta condicion (Hirotsu y col. 2004).

Ambas variedades mostraron una menor tasa de reconversién de Qi como
respuesta a las bajas temperaturas, evidenciada por el aumento en el paso J (Figura
6.3). En particular, IR50 mostré una mayor acumulaciéon de Qa” que Koshihikari. Al
mismo tiempo, se observé que la relacion Sm/temax disminuyé al D1 de tratamiento en
la variedad IR50, contrariamente a lo observado para la variedad Koshihikari que no
presentd variaciones en Sm/temax bajo condiciones de TS a lo largo de todo el ensayo

(Figura 8.3A). Estos resultados, sugieren que las TS causaron el cierre rapido de los RC-
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FSIl en la variedad IR50 y que la variedad Koshihikari pudo sostener el flujo de
electrones bajo condiciones de TS. A su vez, el comportamiento descripto para el
parametro Sm/temax indicd un desplazamiento significativo del estado redox hacia la
forma Qa’, en la variedad IR50.

Sin embargo, contrariamente a lo esperado, se observé un aumento de Sm/tsmax al
D4 de tratamiento en la variedad IR50. En este sentido, incrementos en los valores de
Sm/tsmax han sido reportado junto con una mejor eficiencia en la disipacién de energia
(loannidis y col. 2014). En linea con esto, el aumento en Sm/timax Observado para IR50
al D4, fue acompafiado por la recuperacion en el parametros Dlo/CS, asociados a la
disipacion de energia (Figura2 en Anexo 1). En paralelo, en ensayos complementarios,
se observd un aumento en la expresién relativa del gen PsbS al D4 de TS en la variedad
IR50 (Figura 3 en Anexo 1). Dicha proteina del FSIl ha sido descripta como participe en
procesos de foto proteccidn y disipacidén de energia en condiciones de estrés abidtico
(Savitch y col. 2009; Wijk. 2012; Yamori. 2016). Estos resultados, junto con lo
observado para ETo/RC y RE/RC (Figura 4.3C), sugieren una respuesta alternativa de la
variedad IR50 en respuesta a exposiciones prolongadas al frio. Donde se compensaria
el exceso de energia absorbida, causado por el menor nimero de RC activos, para de
este modo mantener activo el transporte de electrones a tiempos largos de exposicion
al frio.

Dado que el estrés por frio afecto a la fotosintesis a nivel de los RC en mayor
medida en la variedad IR50, se evalud la influencia del frio sobre tres centros de
reaccién en particular: centros de reaccién que reducen Qa (QaRC), centros de reaccién
qgue reducen Qp (QbRC); y centros OEC activos (OEC-RC). Si bien se observo
acumulacién de Q. en ambas variedades como respuestas a las bajas temperaturas,
solamente la variedad IR50 mostrd una inactivacion de los QaRC desde el inicio hasta el
fin del tratamiento a TS, en comparacién con el cultivar Koshihikari, que solo mostré
una leve inactivacién de estos centros de reaccion al D4 (Figura 8.3B). A su vez, una
mayor inactivacion de los Q,RC se observé en la variedad IR50 en respuesta a la
condicion de TS al D4 (Figura 8.3C). Aunque esta inactivacion en los QuRC, no fue tan
marcada como las encontradas en los QiRC al D4 de tratamiento a TS en esta misma

variedad (Figuras 8.3B y 8.3C). En linea con esto, cambios en Q.RC y QxRC han sido
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reportados en diferentes especies vegetales como consecuencia de las bajas
temperaturas (Aro y col. 1990; Gazquez y col. 2018).

Por otra parte, el incremento en los OEC-RC al D4 de tratamiento sugeriria una
mejor respuesta de la variedad Koshihikari frente al tratamiento de TS (Figura 8.3D). En
este sentido, la mejor actividad de los OEC-RC en la variedad Koshihikari respalda los
menores picos de banda K encontrados frente a la condicion de estrés, en
comparacion con la variedad IR50 (Figura 7.3). A su vez, se ha reportado que aumentos
en la banda K es un indicativo de desacople del OEC (Liu y col. 2006; Chen y col. 2014).

La condicidn de estrés en la variedad IR50 afecté en mayor medida los Q.RC y OEC-
RC en comparaciéon con los QuRC, lo que indicaria una relaciéon directa entre el
funcionamiento del OEC, la actividad de los QaRC y la consecuente acumulacién de Qa
reducido (Figura 6.3, Figura 7.3 y Figura 8.3). Por otra parte, los cambios menores de
TRo/RC encontrados en Koshihikari (Figura 4.3), indicaria que la cinética de donacién
de electrones desde el OEC hacia el nucleo del FSII estaria menos afectada, siendo esto
una confirmacién adicional de que el estrés por frio afecta en menor medida a los RC, y
por consiguiente a la eficiencia energética en Koshihikari (Figura 4.3, Figura 7.3 y Figura
8.3D). En linea con nuestros resultados, diferentes autores han reportaron que una
transferencia mas lenta de electrones desde el OEC, en comparacién a la transferencia
de electrones desde el P680 a Q,, da lugar a la presencia de banda K (Srivastava y col.
1997; B. Strasser 1997).

Por ultimo, el tratamiento con el dador de electrones DPC mostrd una reversion de
la banda K en ambas variedades en los dos tiempos de ensayo. En este sentido, se
observaron valores negativos de banda K en ambas variedades al D1 (Figura 9.3A y
9.3B); indicando un mayor flujo de electrones desde el OEC hacia los centros de
reaccidn activos del FSIl en presencia de DPC ( Zubek y col. 2009; Kriiger y col. 2014). A
su vez, se ha reportado que la adicién de el dador de electrones exdégeno DPC
disminuye el fotodafo, junto con una restitucion del flujo de electrones del OEC
(Zavafer y col. 2015). Asimismo, el tratamiento con DPC a D4, provocd reversiones
parciales de la banda K principalmente en la variedad IR50. Lo observado, sugiere que
a tiempos largos, la variedad IR50 no conserva la capacidad de aceptar y transferir

electrones en el FSIl. Contrariamente a lo observado en Koshihikari. Estos resultados
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son consistentes con el modelo de fotodano en dos pasos, propuestos en condiciones
de estrés por radiacién luminica. Donde se postula que inicialmente ocurre un
deterioro en el OEC y, posteriormente un dafio secundario en los centros de reaccién
del FSIl (Hakala y col. 2005; Ohnishi y col. 2005). En este sentido, las menores
reversiones de banda K en la variedad Koshihikari cuando es suplementada con el
dador de electrones DPC, sugiere una mejor funcionalidad del FSII frente a la condicién
de estrés a tiempos cortos y en condiciones prolongadas de exposiciéon a TS.
Contrariamente la variedad IR50 presenté deficiencias en el lado dador de electrones
desde el inicio del tratamiento de TS, evidenciando la participacién del OEC en la

respuesta del arroz a las bajas temperaturas.

3.5.4 Respuesta de las proteinas del OEC PsbP y PsbR, en el proceso fotosintético y su

relacion con la tolerancia a las bajas temperaturas en arroz.

Se ha reportado que en condiciones de estrés por frio, genes codificantes de
componentes del FSIl se encuentran desregulados (Suzuki y col. 2015; Calzadilla y col.
2016). En este sentido, a D1 de TS se observé una baja en la expresion relativa de PsbP,
PsbQ y PsbR solamente en la variedad IR50 (Figura 10.3A). Estos resultados de
expresion relativa de los genes del OEC coincidieron con la alteracidon temprana y
contrastante de esta estructura (Figura 7.3). A su vez, en esta misma variedad, a D4 de
TS junto con la baja de la expresion relativa de PsbP, PsbQ y PsbR, también se observd
la regulacidon negativa del gen PsbO (Figura 10.3B). Resultados que son consistentes
con el incremento sostenido en el desacople del OEC en IR50 en comparacién con
Koshihikari a lo largo del ensayo (Figura 7.3). Asimismo, la variedad Koshihikari redujo
sus niveles de expresion relativa solamente para el gen PsbP al D4 de tratamiento a TS
(Figura 10.3). Resultado que se puede asociar con el aumento en la banda K a este
tiempo de ensayo (Figura 7.3). En linea con esto, se reportaron resultados similares en
plantas de arroz, los cuales sefalan que genes codificantes de proteinas del OEC,
particularmente PsbP y PsbR se encuentran regulados negativamente bajo la condicién
de estrés por TS (Gazquez y col. 2018).

A su vez, plantas de arroz que sobre expresan genes de la familia de PsbR, no solo

mostraron aumentos en la tasa fotosintética. Sino que también aumentaban la
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expresion del gen PsbR en condiciones de estrés por frio, asi como también la
expresion de genes marcadores inducidos por el frio. Comportamiento que no fue
observado en condiciones de estrés por sequia o estrés por altas temperaturas (Li y
col. 2016). Esto indicaria, que la proteina PsbR tiene un rol especifico en la respuesta y
tolerancia al estrés por frio. Tal como muestran nuestros resultados, donde la variedad
IR50 sensibles a la condicién de TS, disminuye significativamente la expresion del gen
PsbR en ambos tiempos de ensayo; en comparacion con la variedad Koshihikari, donde
la expresién de PsbR no se ve mayormente alterada (Figura 10.3). Lo que concuerda
con la mejor respuesta de la variedad Koshihikari a las TS.

Estudios protedmicos realizados en diferentes especies vegetales en condiciones
de estrés, mostraron modificaciones en la cantidad de las proteinas PsbP y PsbR
(Goulas y col. 2006; Nestler y col. 2012; Tamburino y col. 2017). En arroz, nuestros
resultados demostraron mayores perturbaciones en el contenido de las proteinas PsbP
y PsbR en la variedad IR50 en comparacion con la variedad Koshihikari (Figura 11.3).

Las cantidades de proteinas PsbP fueron coincidentes con los niveles de expresién
relativa del gen PsbP en ambas variedades a los D1 y D4 de tratamiento a TS (Figura
10.3 y Figura 11.3). A su vez, la proteina PsbP fue la Unica que se mostré afectada a
nivel de expresion génica tanto para IR50 (D1 y D4) como para Koshihikari (D4).
Considerando que, la expresidn génica de PsbR en Koshihikari a D4, no pueden
justificar los cambios en los niveles de proteinas observados al mismo tiempo de
ensayo (Figuras 10.3B y 11.3); una menor tasa de acumulacién de PsbR podria estar
asociada a una acumulacidn de estrés oxidativo causado por un menor contenido de
PsbP. En este sentido, se ha reportado que plantas de tabaco transgénicas que
expresan bajas cantidades de la proteina PsbP incrementan la acumulacion de estrés
oxidativo (lIfuku y col. 2005).

Aunque el comportamiento descripto para PsbP fue acompanado por un aumento
en la banda K (Figura 7.3); y una disminucién en la funcionalidad fotoquimica del FSlI
(Figura 2.3 y Figura 4.3) en ambas variedades. No se podria atribuir esta respuesta
completamente a los cambios en dicha proteina. En linea con esto, se ha demostrado
qgue en plantas deficientes en PsbP y PsbR, estas dos proteinas son esenciales para la

estabilizacidn y el ensamblado de stper complejos del FSll, y a su vez participan en la

46



estabilidad del OEC (Ifuku y col. 2005; Suorsa y col. 2006; Yi y col. 2007b). Asimismo, se
ha reportado que PshR es importante para el ensamblado y acoplamiento de PsbP al
FSIl, y que la pérdida de PsbR no afecta la integridad del complejo de manganeso
(Suorsa y col. 2006; Allahverdiyeva y col. 2007). Contrariamente, el grupo catalitico de
manganeso se mostré marcadamente inestable en plantas deficientes en PsbP (Ifuku y
col. 2005).

Por otra parte, las alteraciones en la transferencia de electrones en Q. y Qp, se
encuentran principalmente reportadas en plantas donde la funcionalidad de las
proteinas PsbP y PsbR fueron truncadas (Ifuku y col. 2005; Yi y col. 2007b;
Allahverdiyeva y col. 2007). En linea con esto, nuestros resultados también sugirieron
qgue la disminucion en la actividad de los centros de reaccion reducen Q. y Qp (Figuras
8.3B y 8.3C) coinciden con la disminucién del contenido relativo de PsbP y PsbR (Figura
11.3). Por otra parte, la proteina PsbP interacciona a través de su extremos N-terminal
con el citocromo b 559 (Cyt, 559) del nucleo del FSII. Experimentos con proteinas PsbP
truncadas en el extremo N-terminal demostraron una acumulacion de Qp reducido. Lo
gue sugiere que PsbP tiene la doble funcion de activar el transporte de electrones en el
lado dador, y a su vez, asegurar la transferencia de electrones en lado aceptor
(Nishimura y col. 2016).

Por lo anteriormente expuesto, se podria considerar que los cambios en la
expresion génica, y los niveles proteicos de PsbP y PsbR (Figuras 10.3 y 11.3) podrian
justificar la pérdida de funcionalidad de los centros de reaccién que reducen Qa y Qb
por una deficiencia en el transporte de electrones desde el OEC (lado dador de
electrones), hacia los centros de reaccion del FSIlI (lado aceptor de electrones). De
hecho Zavafer y col. (2017), demostraron que en condiciones de estrés luminico en
tilacoides aislados, se afecta el transporte de electrones en ambos lados (dador vy
aceptor). Condicidn que se revertia en un proceso inducido por el dador artificial de
electrones DPC, tal como lo muestran nuestros resultados (Figura 9.3). Lo mencionado
también sugeriria que un posible desbalance en el transporte de electrones, producido
particularmente en el OEC, estaria siendo inducido por las bajas temperaturas en

arroz.
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3.6 Conclusiones.

Se evalud la respuesta fisioldgica, molecular y bioquimica frente a las bajas
temperaturas de dos variedades de O. sativa. Debido a la mayor reduccion en el
crecimiento bajo las condiciones de estrés, se considerd a la variedad IR50 sensible a
las bajas temperaturas en comparacion con la variedad Koshihikari. Se demostré que la
variedad IR50 fue mas afectada a nivel fotosintético desde el inicio del tratamiento de
TS. Contrariamente, la variedad Koshihikari mantuvo su capacidad fotosintética
durante periodos prolongados de exposicion a TS.

Por su parte, la mayor acumulacidon de Q. como consecuencia del frio en IR50, fue
acompafiado con un mayor desacople del OEC con respecto de Koshihikari. En paralelo
a la acumulacion de Qs en la variedad sensible IR50, otros fendmenos asociados al FSlI
fueron registrados, tales como la reduccién de las fracciones de los centros de reaccién
del FSIl; QaRC, QuRC y OEC-RC. Siendo Qi,RC y OEC-RC los mads afectados. Lo que
indicaria una relacion directa entre el funcionamiento del OEC, la actividad de los QaRC
y la consecuente acumulacién de Q,, evidenciando la participacién del OEC en el
balance redox en respuesta al frio. En este sentido, un desbalance en el transporte de
electrones pareceria estar afectando a las dos variedades de arroz evaluadas, en
particular en los procesos primarios de absorcién de energia. La reversion del
desacople del OEC causada por un dador de electrones artificial estarian respaldando
lo mencionado. La alteracién de estos mecanismos que afectan directamente el
balance entre la energia absorbida y la energia utilizada metabdlicamente para fijar
CO,, podria explicar, al menos parcialmente, diferencias en la respuesta contrastante
entre IR50 y Koshihikari a esta condicion de estrés.

Asimismo, los resultados obtenidos sugieren un rol relevante de las proteinas PsbP
y PsbR del OEC en la respuesta fotosintética del arroz al frio. La alteracion en la
expresion génica y en los niveles de PsbP y PsbR durante el tratamiento de estrés,
coincidié con el mayor decaimiento en la eficiencia fotoquimica del FSIl y con la mayor
alteracion en las estructuras que componen el FSIl, fendbmenos principalmente
observados en la variedad IR50. En este sentido, PsbP y PsbR parecieran tener un
impacto directo en el ensamblado y funcionamiento de los complejos del FSII activos,
durante las bajas temperaturas en O. sativa.
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Finalmente, nuestros resultados concuerdan con el hecho de que la condicién de
TS inicia el dafio en el FSII mostrando una alteracion de en las estructuras que
componen al OEC, lado del FSII que dona electrones. Y luego se desencadena un dafio

posterior a nivel del Pego, que constituye el lado del FSII que acepta electrones.

49



3.7 Diagrama Resumen-Capitulo 1.

(O N\ N7V (CUI W Describir la respuesta fisioldgica, bioquimica y molecular de dos variedades de O Sativa,

con respuesta contrastante al estrés por bajas temperaturas, y sus posibles mecanismos de tolerancia implicados a
nivel del aparato fotosintético.

RESULTADOS

CRECIMIENTO/FOTOSINTESIS

| | CENTROS DE REACCION

Mayor reduccién de crecimiento bajo TS en
IR50.

Lavariedad IR50 present6 dafio en el FSIl y en
la fotosintesis desde el inicio del tratamiento a
TS a diferencia de Koshihikari que presento
dafio a tiempos largos de exposicion a TS.

El detrimento del desempefio del FSII esta
vinculado mayormente a una disminucion en el
flujoy la eficiencia del transporte de
electrones.

Aumento de Qa” en ambas
variedades principalmente en
IR50

Desde el inicio del tratamiento a
TSse observé en IR50 una menor
actividad en la fraccién de
centros de reaccién promedio
SM/temax RCQa 'y centros de
reaccion activos de OEC OEC-RC.
Estos efecto se observaron en
parcialmente a tiempos largos de
exposicion a TS en Koshihikari.

| BANDA K/OEC

Mayor banda K desde el inicio del
tratamiento a TS en IR50. En
Koshihikari se observo banda K a
tiempos mas largos de tratamineto a
TS.

El tratamiento con DPC revertio el
fenotipo de banda K en ambas
variedades.

Los genes OEC se desregularon
negativamente en solo IR50 durante
todo el periodo de exposicién a TS.

PsbPy PsbR disminuyeron desde D1
del tratamiento a TS en I.R50. A
diferencia de Koshihikari que mostré
una caida en los niveles de proteinas
atiempos largos

Un desbalance en el transporte de e estaria afectando a la dos variedades. Sin embargo, se observé
un mayor dafio en los RC en IR50. PsbP y PsbR parecieran tener un impacto directo en el ensamblado y funcionamiento
de los complejos del FSIl activos. Finalmente, la condicién de TS indicaria que primero se dafia la estructura del OEC
(lado donor de e7) y posteriormente dafia el Pgg, (lado aceptor de e’).
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4- CAPITULO 2: Obtencion de nuevos cultivares de arroz
tolerantes a frio. Relacion entre el fenotipo fotosintético con la
tolerancia a frio y el rendimiento de grano.
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4.1 Introduccion.

La obtencién de nuevas variedades de especies vegetales de importancia
nutricional. Que posean mayor capacidad de soportar estreses ambientales, y que al
mismo tiempo posean un alto rendimiento de grano, es el mayor desafio para los
programas de mejora vegetal (Vivekanandan y Saralabai 1997). Para lograr una
eficiente seleccidn vegetal, es necesaria la implementacién de métodos de fenotipado
rapidos, que permitan una cuantificacién de la tolerancia al estrés. En este sentido, el
analisis de la prueba OJIP se ha aplicado como un método no invasivo y una técnica de
alto rendimiento para caracterizar el funcionamiento del FSII en plantas superiores
(Strasser y col. 2000; Force y col. 2003; Harbinson y col. 2012).

En plantas C3 como el arroz, la capacidad de la fotosintesis para utilizar la energia
solar es limitada (Murchie y col. 2015). Esta menor capacidad fotosintética, se debe a
una mayor preponderancia del metabolismo de la fotorrespiracién (Zhu y col. 2010).
En la linea con esto, condiciones fotorrespiratorias mds altas en plantas C3, potencian
el exceso de energia disipada, por lo tanto el control fotosintético del transporte de
electrones es un concepto fundamental en la regulacién de la fotosintesis (Foyer y col.
2012).

A su vez, la senescencia foliar es un proceso que en plantas de cultivos anuales
coincide con la fase reproductiva. En especies como el trigo, sorgo y cebada, las
caracteristicas del fenotipo de senescencia de la hoja bandera (HB), se evalian con el
objetivo de vincularlas con el rendimiento de la planta (Gregersen y col. 2013). En el
proceso de senescencia de la HB, los cloroplastos estan expuestos a la toxicidad de
EROS debido a las condiciones de alta concentracion de oxigeno e intensidad de luz
(Panda y Sarkar 2013). En linea con esto, caracterizar los sistemas enzimaticos
antioxidantes o moléculas indicativas de estrés oxidativo como el malondialdehido
(MDA), es de utilidad para identificar fenotipos de senescencia de HB.

Por otra parte, mantener los niveles de clorofila y en consecuencia la capacidad de
realizar la fotosintesis, se vinculan fuertemente con funciones fisiolégicas como el
llenado de grano. Consecuentemente, las interacciones entre la fuente de absorcién

de energia y el destino final, el grano, son de vital importancia. Particularmente, el
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transporte de fotosintatos, limita actualmente la explotacién de capacidades

fotosintéticas mejores en los cultivos de cereales modernos (Gregersen y col. 2014).
Por lo tanto, la busqueda de fenotipos de plantas con mayor crecimiento en

condiciones de TS, y con mejores capacidades para transformar la energia atrapada en

fotoasimilados es de particular interés para los proyectos de mejoramiento.

4.2 Objetivo particular.

Seleccionar fenotipos de O. Sativa tolerantes a frio, mediante su capacidad de
crecimiento y su respuesta fotosintética bajo condiciones de TS en estadio de plantula.
A su vez, estudiar el comportamiento bioquimico y del FSII durante el llenado de grano

y su implicancia con los potenciales de rendimiento.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Condiciones de crecimiento y tratamientos.

Semillas de arroz fueron sembradas en placas de Petri utilizando papel de filtro
Whatman N@95, hidratadas con 7,00 ml de una solucidn acuosa de carbendazim al
0.025% p/v. Luego las semillas se incubaron a 30°C en oscuridad durante tres dias. Las
plantulas obtenidas se transfirieron a recipientes de 4 litros, y se cultivaron en
condiciones hidropdnicas con 3 litros de solucién nutritiva Yoshida 1X (Yoshida y col.
1976). La composicion de la solucidn nutritiva se encuentra definida en la Tabla 1 del
Anexo 1.

El cultivo de las plantulas se realizd en una cdmara de Percival E-30B (Percival
Scientific®, 1A, EEUU), con fotoperiodo de 12/12 h (dia/noche), 80,0% de humedad
relativa, con una intensidad de luz de 260 pmol fotones m2 s! de radiacion
fotosintéticamente activa (PAR, de sus siglas en Inglés) y un ciclo térmico de 24/26°C
de temperatura (noche/dia, condicién de control o de temperatura dptima, TO). Se
usaron plantulas de 7 dias para todos los experimentos, con el fin de que los cultivares

estén en la misma etapa fenotipica (tercera hoja).
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El tratamiento de bajas temperaturas (tratamiento de estrés, TS) se realizd en otra
camara de cultivo Percival E-30B (Percival Scientific®, IA, EEUU) con idénticas
condiciones de luz y humedad que el tratamiento control, pero con un ciclo térmico de
temperatura de crecimiento de 13/21°C (noche/dia), temperatura TS durante 5 dias.

Todas las determinaciones fisioldgicas se realizaron en la tercera hoja en ambas
condiciones, TO y TS. La solucién de Yoshida se renové cada tres dias hasta el final del

experimento.

4.3.2 Crecimiento en condiciones ambientales no controladas.

Plantulas cultivadas en condiciones de TS, descriptas en 4.3.1 se trasplantaron a
macetas con un extracto de suelo mineral como sustrato. Las macetas se inundaron
con agua dentro de piletas y se cultivaron en las instalaciones experimentales de
INTECH Chascomus (35°37'23.9"S 57°59'40.3"0), en condiciones ambientales. La
poblacidn F2 se cultivo durante la temporada de primavera/verano (octubre-marzo) de
2014/2015. Las condiciones térmicas fueron: media maxima de 30,0°C, media minima
de 17,0°C, con los siguientes episodios de temperaturas extremas: maxima de 35,0°C,
y minima de 8,0°C.

La linea estable 59-8-8-5, los parentales Rossi, Cr550, y la variedad comercial Yerua
fueron cultivadas durante la temporada de primavera/verano (octubre-marzo)
2016/2017. Las condiciones térmicas fueron: media maxima 23,0°C, media minima
17,3°C, con los siguientes episodios de temperaturas extremas: maxima de 33,2°C, y
minima de 10,2°C.

Para el analisis del comportamiento de la HB, se tomé como tiempo inicial la
emergencia de la panoja. Luego, las mediciones fisioldgicas y bioquimicas se tomaron a
intervalos regulares de 7 dias desde la emergencia de la panoja (7DDP, 14DDP, 21DDP
y 28DDP) durante 28 del ciclo de llenado de grano.
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4.3.3 Seleccion de germoplasma.

En el presente estudio, se generaron lineas tolerantes a frio mediante el
cruzamiento de dos variedades de arroz General Rossi y Cr550 provenientes del
programa arroz de la Facultad de Cs Agrarias y Forestales; Universidad Nacional de La
Plata. La variedad Gral. Rossi fue elegida por su capacidad de tolerancia al frio, por otra
parte, la variedad Cr550 fue elegida por sus buenas aptitudes agronémicas.

En todos los casos se evalud la tasa de crecimiento a TS, considerando el tiempo
cero (To) al momento de la emergencia de la hoja 3. Las sucesivas generaciones de los
cruzamientos Gral. RossixCr550, fueron seleccionadas nuevamente por su capacidad
de crecimiento a TS, proceso que continud hasta llegar a la generacidn F6, donde se
considero que las lineas alcanzaron la homocigosis practica. Una informacién mads

detallada sobre el método de seleccion se puede encontrar en el Anexo 2.

4.3.4 Material vegetal

En el presente capitulo, se evaluaron las siguientes variedades de arroz: 3 lineas
propias mejoradas por su tolerancia a frio, 54-9-44-9, 29-4-53-1, 59-8-8-5. Los
parentales Rossi y Cr550, y 3 variedades comerciales; Yerua, Don Justo y Guri. Al Final
del tratamiento de TS, parte de las plantas se cosecharon y fueron congeladas en N;
liquido, para luego ser usadas en las posteriores determinaciones bioquimicas. Otro
conjunto de plantas, fueron separadas para ser cultivadas en las condiciones
ambientales descriptas en la seccién 4.3.2. A este conjunto de plantas, se les midié
variables fisioldgicas en la hoja bandera (HB), a intervalo de 7 dias durante 28 dias. A
su vez, a estos mismos tiempos se cosechd material vegetal y se lo congelo en N;

liquido para posteriores determinaciones bioquimicas.

4.3.5 Analisis de la fluorescencia transitoria de la clorofila a (prueba OJIP).

Se realizé la prueba no invasiva OJIP (Strasser y col. 1995). Para ello, se
implementd el protocolo de fotosistemas adaptados a la luz (Susplugas y col. 2000)
utilizando un fluorémetro portatil HANDY PEA (Hansatech Instruments® Ltd., King's

Lynn, Norfolk, Reino Unido). Hojas de plantulas de arroz tratadas a TO y TS, fueron pre
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adaptadas a la oscuridad durante 20 min. Luego, se expusieron a una luz actinica con
una intensidad luminica de 3000 umol m? s durante 1 s, a continuacidn las hojas
fueron iluminadas con 60 pmol m2 s (2%) de luz actinica durante 120 s. Finalmente,
las hojas pre-adaptadas a la luz se volvieron a iluminar con un pulso de luz actinica de

3000 pmol m? st durante 1s.

4.3.6 Determinacion del contenido de azucares libres y almidon.

Se determiné el contenido de azucares libres y almidén en plantulas tratadas a TO,
TS y en segmentos de HB, mediante el método de antrona adaptado de Yoshida y col.
1976. Las muestras fueron molidas utilizando N2 en un mortero. Luego, 10 mg de
muestra se utilizaron para la cuantificacién de azucares libres y almiddn. Los azucares
libres se extrajeron agregando 1 ml de etanol al 80,0%, posteriormente se incubaron
las muestras a 85°C durante 30 min. A continuacidn, los extractos se centrifugaron a
10.000 g por 10 min (estas operaciones se repitieron 3 veces). Luego, los
sobrenadantes se utilizaron para la medicién de azucares libres, y el pellet resultante
se utilizd para cuantificar el contenido de almiddn, previa hidrdlisis durante una noche
con acido HClO4 9,2 N. Se realizo la reaccién de antrona colocando 0,2 ml de extracto y
0,8 ml del reactivo de antrona (200 mg/ml, en una soluciéon de H,SO4 al 72,0%). Por
ultimo, se determind la concentracién de las soluciones patrén, azlcares libres y
almidén midiendo la absorbancia a 630 nm usando un espectrofotémetro (Bio Tek

Synergy H1. VT, USA).

4.3.7 Determinaciones de la actividad de enzimas antioxidantes

Se analizo la actividad de las enzimas catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APx)
en plantulas tratadas a TO, TS y en segmentos de HB. Las muestras se molieron con N;
liquido en un mortero. Luego, las proteinas se extrajeron mediante la utilizaciéon de
una solucién tampdn de extraccion (50,0 mM Tris-HCl ph=7; 3 mM MgClz; 1 mM EDTA;
1% PVP; 1 mM PMSF), en una relacion 1:5 p/v. Luego, los homogenatos se
centrifugaron a 10.000 g durante 20 min en frio (4°C), y el sobrenadante se utilizé en

las determinaciones de la actividad enzimatica.
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Se determiné la actividad CAT [EC:1.11.1.6] midiendo la desaparicion de H,0; a 240
nm (Aebi 1984), mientras que la actividad APx [EC:1.11.1.11] se determind
monitoreando la oxidacion del ascorbato por H,0; a 290 nm (Hossain y Asada 1987).
Para ambos casos, se definié una unidad enzimatica (UE) como la actividad enzimatica
gue consume 1 umol de cofactor o sustrato por seg relativizado por la cantidad total

de proteina.

4.3.8 Estimacion de la peroxidacion lipidica mediante determinacién de MDA por

HPLC.

Se estimd la peroxidacion lipidica en plantulas tratadas a TO, TS y en segmentos de
HB, a través de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBA, de sus siglas en
inglés). Para ello, se utilizé6 un método de deteccion del analito mediante HPLC de fase
reversa desarrollado en el presente trabajo de Tesis. La extraccion se realizd
agregando 1 mL de la solucién de extraccion (etanol/agua 4:1 (v/v) y 0,01% de butil-
hidroxitolueno), a 40 mg de material vegetal, previamente molido con N; liquido.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10.000 g por 10 min y 0,2 mL del
sobrenadante se utilizdé en la reaccion, conteniendo: 0,2 mL de TBA 0,65% en acido
tricloroacético 20%, 0,1 mL de HCl 0,1 N. Luego, las muestras se calentaron a 90°C
durante 30 min, y la reaccidén se detuvo agregando 0,1 mL de agua destilada.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 10.000 g por 10 min y se tomando 0,2
ml del sobrenadante para extraer el cromégeno en 0,2 ml de n-Butanol, se mezcld
mediante vortex y se centrifugd para separar las fases a 10.000 g por 10 min. Las
muestras fueron analizadas en un equipo de HPLC Waters® 1525 de bomba binaria y
detector de fluorescencia de arreglos de diodos Waters® 2475. Se utilizd como fase
mévil un flujo isocrdtico de acetonitrilo agua en una relacion de 50:50 v/v. La
separacion analitica de la muestra se realizd6 en una columna de fase reversa C18
Phenomenex Luna® (2) 4,6 x 250 mm con un tamafio de particula de 5 um. Los datos
obtenidos fueron integrados utilizando el programa Breeze® y luego se relativizaron al
peso fresco de la muestra (PF), y se expresaron como equivalentes de malondialdehido

(MDA, pmol g* PF).
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4.3.9 Monitoreo de la senescencia de la hoja bandera mediante la prueba OJIP.

Tres hojas banderas por planta se pre-adaptaron a la oscuridad durante 20 min,
luego se efectud la prueba OJIP (Strasser y col. 1995), mediante la exposicién de dichas
hojas a una luz actinica con una intensidad luminica de 3500 umol m2 s durante 3
segundos. Las medidas fueron realizadas al atardecer (18:00-20:00 h) a distintos dias
después de la aparicién de la panoja. Se utilizé para el analisis un fluorémetro portatil
POCKET PEA (Hansatech Instruments® Ltd., King's Lynn, Norfolk, Reino Unido), los
datos se procesaron a través del software PEAplus (Hansatech Instrument®, Reino
Unido) y Windows Excel (Microsoft WA, EEUU). Los términos utilizados en el andlisis de

la prueba OJIP se encuentran definidos en la Tabla 1.1 de la introduccion general.

4.3.10 indice de respuesta fotosintética (IRF).

Con el objetivo de evaluar la respuesta fotosintética durante el llenado de grano,
los biomarcadores fotosintéticos obtenidos de la prueba OJIP a los 7, 14, 21, y 28 DDP,
se analizaron usando el enfoque de IBR (del inglés, Integrated Biomarker Response),
desarrollado por Beliaeff y Burgeot (2002); posteriormente modificado en Broeg y
Lehtonen (2006); y descripto en detalle en Ferreira y col (2015a).

Una informacidon mas completa sobre la metodologia de calculo del IRF puede ser

encontrar en el Anexo 2.

4.3.11 Calculos de los componentes de rendimiento.

Las plantas fueron cosechadas manualmente y se evalud: numero de espiguillas
por panoja (NEP), peso mil granos (PMG), porcentaje de semillas vacias (% SV), niumero
de panojas por planta (NPP), peso total de grano (P.total) y peso de panoja (PP).

Los calculos de los componentes de rendimiento se encuentran definidos en la

Tabla 1 del Anexo 2.
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4.3.12 Analisis estadistico.

En todos los casos, se considerd como unidad experimental a una planta cultivada
individualmente. En plantulas, el analisis de las variables derivadas se realizd
implementando un analisis de de la varianza (ANOVA, p<0,05), utilizando el paquete
AGRICOLAE de R Studio. Para las comparaciones de a pares el andlisis de las variables
se realizd implementado la prueba-t de Student (p<0,05) en R Studio.

Para los ensayos en condiciones ambientales, excepto para la poblacién F2, se
implementdé un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial en 2 factores
fijos: factor “planta” con 4 niveles (59-8-8-5. Rossi, Cr550 y Yerua) y el factor
“ambiente” para caracterizar el fendmeno de senescencia con 4 niveles de muestreo
(7, 14, 21, 28 DDP). El analisis de las variables se realizé6 implementando un modelo
bifactorial del andlisis de la varianza (ANOVA, p<0,05), utilizando el paquete
AGRICOLAE de R Studio. En todos los casos, se analizd la interaccidn entre ambos
factores. Para los casos donde los factores no presentaron interaccidon en el modelo, se
considerd el efecto aditivo entre ambos factores. Para los casos donde los factores
presentaron interaccion significativa en el modelo, se consideré el estadistico que
representd la mayor significancia condicionando los niveles de un factor al otro factor,
tomando a uno de los factores como un efecto fijo. En los casos donde los modelos
estadisticos cumplieron los supuestos de normalidad y/o homocedasticidad se
analizaron mediante una prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey
(p<0,05). En los casos donde los modelos no cumplieron los supuestos de normalidad
y/o homocedasticidad de las varianzas se realizd un andlisis de comparacion mediante
el método de Kruskal Wallis.

Para la poblacion F2, el estudio de las variables se realiz6 mediante un
ordenamiento a través de un escalamiento multidimensional no métrico (MDS). En
base a la matriz de distancias de Bray-Curtis, generada con los parametros derivados
de la prueba OJIP. Las diferencias entre los grupos de acuerdo a los DDP, se
determinaron mediante un andlisis permutacional de la varianza (PERMANOVA),

implementando la funcién adonis del paquete VEGAN para el entorno R (Oksanen y
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col. 2009). Para el andlisis de componentes principales (ACP), se utilizd el paquete
FactoMiner de R Studio (Lé y col. 2008).

Finalmente, se identificaron relaciones entre los pardmetros derivados de la
prueba OJIP y los componentes de rendimiento mediante el coeficiente MIC (del

inglés, Maximal Information Coefficient), utilizando el paquete MINERVA de R Studio.

4.4 Resultados.

4.4.1 Capacidad de crecimiento contrastante y fenotipo a bajas temperaturas.

Los diferentes genotipos de arroz evaluados, presentaron un crecimiento
diferencial entre ellos luego de 5 d de tratamiento de bajas temperaturas. En todos los
casos, se observd un crecimiento menor cuando se compara cada accesion tarada a TS
con la media general de crecimiento a TO (3,4 cm/dia), de todos los genotipos
evaluados (Figura 1.4). Las lineas desarrolladas para la presente tesis, 54-9-44-9, 59-8-
8-5 y 29-4-53-1, exhibieron la mayor capacidad de crecimiento bajo TS (2 cm/dia),
comparada con el resto de las accesiones evaluadas a TS (Figura 1.4). Las variedades
comerciales Don Justo, Yerua y el parental Rossi, presentaron un comportamiento de
crecimiento a TS intermedio. Sin embargo, el parental Rossi mostré diferencias
significativas en el crecimiento a TS con respecto a Don Justo y Yerua. En este sentido,
las variedades Don Justo y Yerua crecieron 1,8 cm/dia, mientras que la variedad Rossi
crecié 1,5 cm/dia en condiciones de crecimiento a TS (Figura 1.4). Por ultimo, el
cultivar comercial Guri y el parental Cr550, se mostraron como las accesiones mas

sensibles a las bajas temperaturas registrando un crecimiento de 1 cm/dia (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Crecimiento de diferentes variedades de arroz en condiciones de TS. Barras negras
representan los cultivares mejorados (54-9-44-9,59-8-8-5 y 29-4-53-1), la barra celeste
representa al cultivar comercial Don Justo, barra naranja representa al cultivar comercial Yerua,
las barras blancas representan los parentales (Rossi y Cr550), la barra gris representa la cultivar
comercial Guri. La linea roja de puntos horizontal, representa el crecimiento promedio a TO de
todas las accesiones ensayadas (3,4 cm/dia). Los datos presentados corresponden a la media
+DE de 15 réplicas bioldgicas (n=15). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas segun el test de Kruskal y Wallis (p<0.05).

Por otra parte, se determiné la relacién Pla,s adaptado a la luz y Plays adaptado a la
oscuridad ('Plabs/CPlabs), como criterio de clasificacidon de tolerancia al estrés en los
diferentes cultivares. Acorde a lo descripto en OQukarroum y Strasser (2004), un mayor
valor en la relacién 'Plaps/CPlabs indicaria una mayor tolerancia a la condicién de estrés.
La variacion en los valores de 'Plaps/©Plabs Obtenidos, evidencié que las variedades de
arroz responden diferencialmente al estrés por TS y por tanto poseen una tolerancia
diferente al estrés por frio (Tabla 1.4). En este sentido, la linea 59-8-8-5 y la variedad
Yerua fueron las accesiones con mayor valor en la relacidn 'Plans/®Plabs (Tabla 1.4). Por
lo tanto, se consideré a Yerua y 59-8-8-5 como las accesiones mas tolerante a TS,
utilizado el criterio de clasificacion basado en la relacion 'Plabs/CPlabs. Por otra parte, la
variedad Guri y el parental Cr550 mostraron los valores mas bajos en la relaciéon
'Plabs/CPlabs (Tabla 1.4). Estos ultimos resultados descriptos, concuerdan con la menor
capacidad de crecimiento a TS de la variedad comercial Guri y el parental Cr550. Por lo
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tanto, se puede clasificar a la variedad Guri y al parental Cr550 como las accesiones
mas sensibles a la condicién de frio.

Considerando los resultados obtenidos de fenotipado por crecimiento, y de
fenotipado por fluorecencia de la clorofila. Se observé una relacién directa entre el
crecimiento en condiciones de TS y la viabilidad del FSIl, representada por la relaciéon

IPlabs/oplabs-

Linea Media 'Plabs/CPabs +DE
59-8-8-5 0,267 a +0,026
Yerua 0,232 ab +0,024
54-9-44-9 0,205 bc +0,034
29-4-53-1 0,175 bcd + 0,045
Rossi 0,175 bcd +0,034
Don Justo 0,161 cd +0,019
Guri 0,141 d +0,028
Cr550 0,115d +0,030

Tabla 1.4: Relacion 'Plas/®Plabs en plantas de arroz sometidas a estrés por TS. Los
datos son la media +DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante la prueba paramétrica de ANOVA. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas segun el test de Tukey (p<0.05).

La linea 59-8-8-5, los parentales Rossi y Cr5550, y la variedad comercial Yerua,
fueron seleccionadas para el resto de los estudios. Debido a que la linea mejorada 59-
8-8-5, y la variedad comercial Yerua, mostraron un buen comportamiento en
condiciones de TS (Figura 1.4 y Tabla 1.4), se eligié comparar el comportamiento entre
ambas accesiones. A su vez, la variedad mejorada 59-8-8-5 podria ser un potencial
reemplazo comercial de la variedad Yerua, ya que ambas accesiones poseen como
caracteristica el mismo tipo de grano. Por otra parte, con el objetivo de caracterizar
comportamientos bioquimicos y fisioldgicos heredables se contrasté la variedad 59-8-

8-5 con sus respectivos parentales (Rossi y Cr550).
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4.4.2 Cambios en el contenido de carbohidratos y respuesta antioxidante en

plantulas tratadas a temperaturas subdptimas.

Con el fin de evaluar la respuesta bioquimica causada por el tratamiento de frio, se
midieron los niveles de azucares libres y almidén en las cuatro accesiones de arroz
seleccionadas para este estudio, luego de 5 d de tratamiento a TS (Figura 2.4). En este
sentido, en la linea mejorada 59-8-8-5, no se observaron diferencias en los valores de
azucares libres entre la condicidon control (TO) y el tratamiento de frio (TS). Por el
contrario, los parentales y la variedad Yerua presentaron aumentos en el contenido de
azucares libres bajo la condicidn de TS, en comparacidn con sus respectivos controles a
TO (Figura 2.4A), siendo la variedad Yerua la que alcanzé la mayor diferencia en el
contenido de azucares libres, en comparacidn con su respectivo control. A su vez, los
parentales Rossi y Cr550, mostraron aumentos similares en los niveles de azucares
bajo el condiciones de TS en comparacién con la condicién control de TO (Figura 2.4A).
Por otra parte, en la linea 59-8-8-5 y el parental Rossi se observd una acumulacion
significativa de almidén como consecuencia del tratamiento de frio (Figura 2.4B),
siendo este aumento de las mismas proporciones en ambos casos. Por su parte, el
parental Cr550 y la variedad comercial Yerua no mostraron cambios significativos en el

contenido de almiddn entre los tratamientos de TO y TS (Figura 2.4B).
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Figura 2.4: (A). Contenido de azucares libres en arroz. (B) Acumulacion de almidén en arroz.
Barras blancas representan la condicion control (TO) para todas las accesiones. Las barras
amarillas representan la condicion de frio (TS) para la linea 59-8-8-5, barras rojas representan la
condicion de frio (TS) para el parental Rossi, barras azules representan la condicidn de frio (TS)
para el parental Cr550, barras negras representan la condicién de frio (TS) para la variedad Yerua.
Los datos son la media +DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos para cada accesién, segun la prueba t de Student (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001), ns indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos para
cada variedad.



Adicionalmente, se estimd la peroxidacién lipidica mediante la determinacion de
MDA, como marcador de estrés oxidativo. Las diferentes variedades y la linea 59-8-8-5
no presentaron diferencias entre los tratamientos de TO y TS para este indicador
respectivamente (Figura 1 en Anexo 2).

A su vez, se midid la capacidad de la respuesta antioxidante enzimatica frente a la
condicién de estrés por frio mediante la determinacién de las actividades CAT y APx.
En este sentido, se observd una tendencia al aumento de la actividad CAT en todas las
accesiones por accion del tratamiento a TS en comparacidon con sus respectivos
controles a TO. Sin embargo, solamente se observaron diferencias significativas en los
parentales, Rossi y Cr550 (Figura 3.4A). Por otra parte, Unicamente el parental Cr550
mostro diferencias significativas de actividad APx, presentando una disminucién de la
misma en la actividad enzimatica como consecuencia del tratamiento de TS, en

comparacion con su respectivo control a TO (Figura 3.4B).
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Figura 3.4: (A). Analisis de la actividad CAT en arroz. (B) Analisis de la actividad APx en arroz.
Barras blancas representan la condicion control (TO) para todas las accesiones. Las barras
amarillas representan la condicién de frio (TS) para la linea 59-8-8-5, barras rojas representan la
condicion de frio (TS) para el parental Rossi, barras azules representan la condicion de frio (TS)
para el parental Cr550, barras negras representan la condicidn de frio (TS) para la variedad Yerua.
Los datos son la media +DE de 3 réplicas bioldgicas (n=3). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los tratamientos para cada accesidn, segun la prueba t de Student (*p<0,05;
**p<0,01), ns indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos para cada
variedad.
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4.4.3 Cambios en el contenido de carbohidratos y respuesta antioxidante enzimatica

en hoja bandera durante el llenado de grano.

Con el objetivo de caracterizar el comportamiento de la HB durante el periodo de

llenado de grano. Se realizaron diferentes mediciones bioquimicas para determinar

como el proceso natural de senescencia influyd en el metabolismo de la HB, y de este

modo poder determinar cuan activa permanecié la HB durante el periodo de llenado

de grano. En este sentido, se estimd la influencia de los factores "planta" y "ambiente"

sobre los diferentes pardmetros bioquimicos evaluados. Para el analisis, se utilizd un

modelo estadistico lineal de ANOVA bifactorial (Tabla 2.4).

Medicién FACTOR p-valor Resultado
Planta ok Hay efecto del genotipo
Azucares Ambiente kK Hay efecto de los dias
Interaccion ok No se rechaza interaccidn
Planta * Hay efecto del genotipo
Almidoén Ambiente *Ax Hay efecto de los dias
Interaccion ok No se rechaza interaccidn
Planta Hokk Hay efecto del genotipo
CAT Ambiente ok Hay efecto de los dias
Interaccion * No se rechaza interaccién
Planta ok Hay efecto del genotipo
APx Ambiente ns No existe efecto de los dias
Interaccion ns Se rechaza la interaccién
Planta ook Hay efecto del genotipo
MDA Ambiente *kx Hay efecto de los dias
Interaccion ns Se rechaza la interaccidn

Tabla 2.4: Analisis estadistico ANOVA bifactorial. En la tabla se muestran los resultados del
modelado para las diferentes determinaciones bioquimicas (Azlcares, almidén, CAT, APx y
MDA). Donde el factor “planta” se compone de 4 niveles correspondientes a las accesiones
59-8-8-9, Yerua, Rossi y Cr550. El factor “ambiente” se compone de 4 niveles
correspondientes a los dias de muestreo 7, 14, 21 y 28 DDP e “Interaccién” corresponde a la
interaccion entre ambos factores (Planta]Ambiente). Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante un modelo bifactorial de ANOVA (p<0.05). Los asteriscos indican
la significancia del efecto evaluado (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001), ns indica que no hay

efecto significativo.
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El analisis estadistico de los valores de carbohidratos en HB durante el proceso de
senescencia, indico la existencia de interaccién entre las accesiones y DDP (Tabla 2.4).
Al haber una interaccion significativa en el modelo estadistico. Las posibles
combinaciones encontradas entre los factores, pueden presentar patrones diferentes
causados por accion de efectos bioldgicos especificos. Por lo tanto, para el analisis se
consideré como interacciona cada factor, comparando los contenidos de azucares
libres y almidén entre los dias muestreados para cada accesién en particular. En este
sentido, la linea mejorada 59-8-8-5 y el parental Rossi no mostraron variaciones
significativas en el contenido de azlcares en HB (Figura 4.4A y Tabla 3 en Anexo 2). Por
su parte, la variedad Yerua evidencié el nivel mds bajo de azlcares libres a 7 DDP
(Figura 4.4A y Tabla 3 en Anexo 2). Adicionalmente, la variedad Yerua mostré
diferencias significativas en los niveles de azlucares a 7 DDP en comparacion con 14, 21
y 28 DDP. Permaneciendo sin cambios significativos entre los dias 14, 21 y 28 DDP
(Figura 4.4A y Tabla 3 en Anexo 2).

Particularmente, el parental Cr550 presenté una acumulacidn significativa de
azucares a 14 DDP comparado con los restantes tres 3 dias de muestreo (Figura 4.4Ay
Tabla 3 en Anexo 2).

Con respecto a los niveles de almiddn, es interesante destacar que en la linea 59-8-
8-5 y el parental Rossi, se observé una gran reserva de almiddn significativa a 14 DDP
en comparacién con los restantes 3 dias de muestreo (Figura 4.4B y Tabla 4 en Anexo
2). Por otra parte, el andlisis de los niveles de almidén para el parental Cr550,
evidencid un comportamiento particular en esta accesion. En linea con esto, se
observé que a 7 y 14 DDP no habia diferencias significativas entre si en el contenido de
almidoén (Figura 4.4B y Tabla 4 en Anexo 2). El mismo comportamiento se observé al
analizar entre si los niveles de almiddn a los 21 y 28 DDP (Figura 4.4 y Tabla 4 en Anexo
2). Sin embargo, cuando se compara 7 y 14 DDP contra 21 y 28 DDP se observa que
entre estos dos bloques de dias hay diferencias significativas entre los niveles de
almidén en HB (Figura 4.4B y Tabla 4 en Anexo 2).

Por ultimo, la variedad Yerua mostré un comportamiento diferente en relacioén a la

acumulacién de almidén en comparacién con las otras accesiones. En este sentido, los
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valores de almiddon no se modificaron significativamente en la variedad Yerua durante

el periodo ensayado (Figura 4.4B y Tabla 4 en Anexo 2).
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Figura 4.4: (A). Contenido de azucares libres en HB de arroz. (B) Acumulacion de almidén en
HB de arroz. En amarillo se representa la linea 59-8-8-5, en rojo se representa el parental Rossi,
en azul se representa el parental Cr550, en negro se representa la variedad Yerua. Los datos son
la media +DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba paramétrica de ANOVA bifactorial. La barra vertical representa el dia
después de panoja (DDP) donde se registro el mayor o menor valor significativo observado de
azucares libres y almidon segln el test de Tukey (p<0.05). La linea discontinua representa una
diferencia significativa en los valores de almiddn segun el test de Tukey (p<0.05).
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Por otra parte, se estimd la concentracion del indicador de estrés oxidativo MDA
para monitorear la senescencia foliar durante el llenado de grano. Para el caso de la
determinacion de MDA, se observd que estadisticamente no existié interaccidn entre
los factores “planta” y “ambiente” (Tabla 2.4). Por lo tanto, para el analisis se
considerd un efecto aditivo entre ambos factores. En este sentido, la mayor
acumulacién de MDA se observé a 21 DDP para todas las accesiones evaluadas, en
comparacion con los valores observados a 7, 14 y 28 DDP (Figura 5.4 y Tabla 4.4). A
este tiempo, 21 DDP, el parental Rossi se diferencio significativamente en el contenido
de MDA en comparacién con el parental Cr550 (Tabla 5 en Anexo 2). A su vez, la
variedad Yerua y la linea 59-8-8-5 mostraron un comportamiento intermedio en los
niveles del indicador MDA, en comparaciéon con los parentales Cr550 y Rossi a 21 DDP
(Tabla 5 en Anexo 2).

Asimismo, durante los 28 d de muestreo el parental Cr550 acumulé la mayor
cantidad de MDA. Presentando diferencias significativas en los valores de este analito
en comparacion con las otras tres accesiones (Figura 5.4 y Tabla 4.4). Por su parte, la
linea 59-8-8-5 presentd un comportamiento intermedio al encontrado para la variedad
Yerua y el parental Rossi (Figura 5.4 y Tabla 4.4), siendo el parental Rossi el que
presentd la menor acumulacion de MDA durante la senescencia foliar (Figura 5.4 y

Tabla 4.4).
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Figura 5.4: Contenido de MDA en HB de arroz. En amarillo se representa la linea
59-8-8-5, en rojo se representa el parental Rossi, en azul se representa el
parental Cr550, en negro se representa la variedad Yerua. Los datos son la media
+DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba paramétrica de ANOVA bifactorial. La barra vertical
representa el dia después de panoja (DDP) donde se registro el mayor valor
significativo observado de MDA segun el test de Tukey (p<0.05).

Planta Media tDE Dias Media tDE
Cr550 49,6 +12,6a 21 50,2 *#15,0a
Yerua 39,1 £13,5b 7 41,9 +95b
59-8-8-5 37,8 15,4 bc 14 34,3 #8,1bc
Rossi 31,1 #70c 28 33,2 #7,7c

Tabla 4.4: Contenido de MDA en HB de arroz durante el periodo de senescencia. En
la tabla se muestra la media +DE de cada accesiones durante los 4 dias ensayados y
la media £DE de todas las accesiones evaluadas en para cada DDP en particular. Los
datos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba paramétrica de
ANOVA bifactorial. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
segun el test de Tukey (p<0.05).



Al igual que en lo observado para azucares libre y almidén, el modelado estadistico
de los datos de actividad de la enzima CAT indicé que existe una interaccion
significativa entre ambos factores analizados (Tabla 2.4). En este sentido, cuando se
comparo los 4 dias de muestreo para cada accesidon de forma individual, se observo
que el parental Cr550 no presenté modificaciones significativas en la actividad de Ila
enzima CAT a lo largo de los 28 d ensayados (Figura 6.4A y Tabla 6 en Anexo 2). Sin
embargo, la linea 59-8-8-5 y el parental Rossi mostraron el nivel mas bajo de actividad
CAT a 7 DDP. Presentando diferencias significativas entre 28 DDP y 7 DDP; y no asi
entre 28, 21 y 14 DDP respectivamente (Figura 6.4A y Tabla 6 en Anexo 2).

Por el contrario, para la variedad Yerua el mayor valor significativo en la actividad
CAT se registré a 28 DDP, en comparacion con 7,14 y 21 DDP (Figura 6.4A y Tabla 6 en
Anexo 2).

Por su parte, la actividad APx mostré un comportamiento diferente al observado
para CAT, en los distintos dias de muestreo. En primer lugar, el modelo estadistico
indicé que el factor ambiental no contribuyé al modelo (Tabla 2.4). En segundo lugar el
analisis estadistico dio como resultado que en términos generales, la variedad Yerua
presentd la mayor actividad APx en comparacion con la linea 59-8-8-5, y los parentales
Cr550 y Rossi (Figura 6.4B).

Considerando en conjunto los analisis bioquimicos descriptos, se observd que la
linea 59-8-8-5 y el parental Rossi regulan el metabolismo de hidratos de carbono de
manera similar durante la senescencia de la HB. A su vez, la variedad Yerua, la linea
59-8-8-5, y el parental Rossi presentaron un menor estrés oxidativo evidenciado por
los niveles de MDA medidos y los cambios en la respuesta de enzimas antioxidantes a
lo largo del periodo ensayado. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que durante
el periodo de llenado de grano estas tres accesiones presentarian una HB mas activa a
nivel metabdlico. Este hecho, podria estar indicando un retardo en la senescencia
foliar en la variedad Yerua, la linea 59-8-8-5, y el parental Rossi a diferencia de lo

encontrado para el parental Cr550.
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Figura 6.4: (A). Analisis de la actividad CAT en HB de arroz. (B) Analisis de la actividad APx en HB
de arroz. En amarillo se representa la linea 59-8-8-5, en rojo se representa el parental Rossi, en azul
se representa el parental Cr550, en negro se representa la variedad Yerua. Los datos son la media
+DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados estadisticamente mediante la
prueba paramétrica de ANOVA de dos vias. La barra vertical representa el dia después de panoja
(DDP) donde se registro el mayor o menor valor significativo observado de CAT segun el test de
Tukey (p<0.05). En la tabla insertada se muestra la variacion de la actividad de APx para cada
variedad durante el periodo ensayado. Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas segun el test de Tukey (p<0.05).
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4.4.4 Analisis de los componentes de rendimiento.

Entre los cuatros tipos de planta de arroz estudiadas, el parental Cr550 fue el que
mostré mayor porcentaje de semillas vacias (%SV), seguido de la variedad Yerua y el
parental Rossi, siendo la linea 59-8-8-5 la que presentd el menor porcentaje de
esterilidad en las semillas (Figura 7.4A). Con respecto al peso total de grano, la
variedad Yerua mostré el mayor valor en este parametro medido. Mientras que, la
linea 59-8-8-5 y sus respectivos parentales, Cr550 y Rossi no presentaron diferencias
en el valor de peso total de grano (Figura 7.4B). En cuanto al cardcter NUumero de
Espiguillas por Panoja (NEP), la linea 59-8-8-5, la variedad Yerua y el parental Cr550 no
mostraron diferencias cuando se las compara entre si. Sin embargo, el parental Rossi
presentd el menor valor de NEP, mostrando diferencias cuando se lo compard con las
otros tres tipos de planta (Figura 7.4C). Por otra parte, el analisis de otras
caracteristicas de planta como Peso de panoja (PP) y Peso de Mil Granos (PMG)
(Figuras 7.4D y 7.4E), indicaron que la linea 59-8-8-5 presentd un comportamiento
intermedio, comparada con sus respectivos parentales (Cr550 y Rossi), y la variedad
Yerua. En este sentido, la variedad Yerua mostré los valores mas alto de PP, y fue una
de las plantas con mayor PMG (Figura 7.4D y 7.4E), mientras que el parental Rossi fue
el de menor PP (Figura 7.4D). Sin embargo, este parental no se diferencié de la
variedad Yerua en el valor de PMG obtenido. Por su parte, el parental Cr550 fue el de
menor PMG, en comparacién con las otras tres accesiones (Figura 7.4E). Finalmente, la
linea 59-8-8-5 y la variedad Yerua, mostraron un comportamiento contrastante para el
caracter NPP (Figura 7.4F), presentando la linea 59-8-8-5 el menor NPP, y la variedad
Yerua el mayor NPP, respectivamente. Asimismo, los parentales Cr550 y Rossi,
tuvieron un comportamiento intermedio para el caracter NPP cuando se comparan las
cuatro accesiones estudiadas (Figura 7.4F).

Como un todo, la linea 59-8-8-5 seguida por la variedad Yerua, mostraron la mayor
acumulacién de caracteres positivos de rendimiento respecto de las restantes

accesiones (Tabla 7 en Anexo 2).
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Figura 7.4: Caracteres de rendimiento en arroz. (A) Porcentaje de semillas vacias (%SV).
(B) Peso total de grano (P total). (C). Nimero de espiguillas por panoja (NEP). (D) Peso de
panoja (PP). (E) Peso de mil granos (PMG). (F) Nimero de panoja por planta (NPP).
Barras amarillas representan la linea 59-8-8-5, barras rojas representan el parental Rossi,
barras azules representan el parental Cr550, barras negras representan la variedad
Yerua. Los datos son la media +DE de 10 réplicas bioldgicas (n=10). Los datos de peso
total, NEP y Peso de panoja fueron analizados estadisticamente mediante la prueba
paramétrica de ANOVA. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
segln el test de Tukey (p<0.05). Para porcentaje de semillas vacias, NPP y PMG letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun el test de Kruskal y Wallis
(p<0.05).
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4.4.5 indice de Respuesta Fotosintética (IRF) durante el llenado de grano.

Siguiendo el punto de vista del IBR, con las normalizaciones calculadas para cada
variable fotoquimica medida en la HB durante periodo de llenado de grano, se
generaron graficas de estrellas (Figura 8.4). Se pudo observar que la linea 59-8-8-5
presentd la mayor cantidad de biomarcadores fotosintéticos individuales con valores
mas bajos a 14, 21 y 28 DDP (Figuras 8.4B, 8.4C y 8.4D). Mientras que para el caso de
los parentales Rossi y Cr550, estos mostraron la mayor cantidad de valores bajos
normalizados a 7 y 21 DDP respectivamente, en comparacion con las otras dos
accesiones (Figuras 8.4A y 8.4D). Por su parte, la variedad Yerua mostré un
comportamiento intermedio a la linea 59-8-8-5, y sus respectivos parentales Rossi y

Cr550 durante el periodo de muestreo.
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Figura 8.4: Grafica de estrella para cada biomarcador fotosintético.

(A) 7 DDP. (B) 14 DDP. (C). 21 DDP. (D) 28DDP. En amarillo se representa la linea 59-8-8-5, en rojo se
representa el parental Rossi, en azul se representa el parental Cr550, en negro se representa la variedad
Yerua. Los datos son la normalizacién de 10 réplicas bioldgicas (n=10). Los pardmetros OJIP utilizados para
el andlisis son resumidos en la Tabla 1 de la Introduccién General.
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Los valores mas bajos de cada biomarcador fotosintético (Figura 8.4),
contribuyeron a valores mas bajos de IRF (Figura 9.4). Un valor bajo de IRF (mejor
puntuacion), se corresponde con mejores actividades fotosintéticas durante el periodo
de senescencia de la hoja bandera. En este sentido, la variedad Yerua y la linea 59-8-8-
5 presentaron valores de IRF sin grandes fluctuaciones, con mejor puntuacién y menor
variacion entre dias durante el periodo de ensayo, particularmente a 14 y 28 DDP.
Estos resultados indicaron un funcionamiento de FSIl mas eficiente para la variedad
Yerua y la linea 59-8-8-5, en comparacién con Cr550 y Rossi. Ademas, estos resultados
también indicaron que a menor IRF, la hoja mantiene una mejor capacidad a nivel del
FSIl y por lo tanto un retardo en la senescencia. Hecho que es consistente con los

resultados del analisis bioquimico durante antes descriptos.

20
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Bl Rossi
B cr550
Bl Yerua
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Figura 9.4: indice de respuesta fotoquimica (IRF) a 7 DDP, 14 DDP, 21 DDP, 28 DDP. Barras
amarillas representan a la linea 59-8-8-5, barras en rojo representan el parental Rossi, barras en
azul representan el parental Cr550, barras en negro representan a la variedad Yerua.
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4.4.6 Anadlisis de caracteres de rendimiento y la actividad fotoquimica de la hoja

bandera en una poblacién segregante F2 de arroz.

Una poblacidon segregante F2, proveniente del cruzamiento RossixCr550, se
seleccioné mediante su comportamiento de crecimiento a TS, generando un conjunto
de datos de crecimiento a TS con una funcién distribucién gaussiana (Figura 2 en
Anexo 2). La variabilidad genética de esta poblacion se utilizé para caracterizar la
relacion entre el comportamiento del AF de la HB, y su relacion con los caracteres de
rendimiento durante la senescencia de la HB.

Durante el proceso de senescencia foliar de la HB, se observd una diferencia de los
pardmetros derivados de la prueba OJIP entre los distintos dias de muestreo (Tabla
5.4). A su vez, los diferentes pardmetros fisiolégicos, comenzaron a separarse a 21
DPP. Mostrando el mayor distanciamiento a 28 DDP, y una mayor superposicion a los 7

y 14 (Figura 10.4).

PERMANOVA (999 Permutaciones)

Categoria Métrica Pseudo-F estadistico p-valor

DDP Bray- Curtis 83,80 0,001

Tabla 5.4: Analisis de los parametros derivados de la prueba OJIP durante el periodo
de senescencia. Los datos corresponden al valor de parametros fotoquimicos tomados
en la HB de 100 plantas F2 (n=100). Para el andlisis de PERMANOVA se consideraron
los dias después de emergencia de la panoja (7, 14, 21 y 28 DDP), basado en las
matrices de distancias de Bray-Curtis.

76



0.164

0124

0.084

0.001

-0.08

012

016+

@ 70DP

X 14DDP
Il 21D0DP
A 28DDP

-0

T
-0.20 -0.16

Figura 10.4: Ordenamiento multidimensional no métrico (MDS). El analisis se realizé en base
a las distancias de Bray-Curtis obtenidas a partir de los parametros fotosintéticos medidos en
HB de 100 plantas F2 (n=100) Puntos negros representa a 7DDP, cruces celestes, representa a
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14DDP, cuadros verdes representa 21DDP, triangulos rojos representa a 28DDP.

Por otra parte, la variabilidad y la influencia de los parametros fotoquimicos fueron

evaluadas mediante un andlisis de componentes principales (ACP). En linea con esto, el

analisis de ACP mostré diferencias en la distribucidn entre los parametros derivados de

la prueba OJIP durante el periodo de muestreo. En este sentido, se observé una mayor

contribucién de los parametros RC/CS y ABS/RC con respecto a la dimensién uno (PC1),

dimensién que explica la mayor variabilidad del modelo. Mientras que, los parametros

Dlo/CS y Sm, representan los parametros que menos contribuyen a PC1 (Figura 11.4).
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Figura 11.4: Andlisis de componentes principales (ACP). Distribucion de
variables en base a la contribucion de los autovectores a los componentes
principales 1y 2 (PC1 y PC2). La escala de colores representa el porcentaje de
contribuciéon de los autovectores a los componentes principales. Los datos
corresponden a los valores de parametros fotoquimicos tomados en la HB de
100 plantas F2 (n=100) a los 7, 14, 21y 28 DDP.

Para explorar y clasificar las relaciones entre las variables asociadas del FSIl en la
HB, y los componentes de rendimiento de la poblacion segregante F2, se utilizé el
estimador MIC (Reshef y col. 2011). Para ello, se analizaron 14 parametros derivados
de la prueba OJIP y 6 caracteres de componentes de rendimiento. Del analisis, se
destacaron las primeras 3 relaciones con mejor indice MIC de los parametros OJIP
(Tabla 6.4). Se observo que el parametros Sm se relaciond con 4 de los seis caracteres
de cosecha analizados; SV%, NEP, PP, y PMG, siendo este parametro el que presentd
mayor cantidad de relaciones, dentro de las variables OJIP mejor clasificadas. A su vez,
los parametros ABS/RC, TRo/CSo, Plabs y RC/CS, se ubicaron dentro de las variables con
mejor clasificacion segun el criterio MIC, presentando relaciones Unicas con: %SV,

P.total, NEP y PP respectivamente (Tabla 6.4).
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%SV Peso total de grano (Gr)
Parimetro  MIC Clasificacion Pearson Clasificacion Pardmetro  MIC Clasificacion Pearson Clasificacion
MIC r Pearson MIC r Pearson
%SV 1,000 1 1,000 1 P. total 1,000 1 1,000 1
Sm 0,580 2 0,245 4 Dlo/CSo 0,582 3 0,177 6
ABS/RC 0,560 3 -0,105 15 TRo/CSo 0,469 6 0,156 7
phi(Po) 0,509 4 0,126 10 phi(Po) 0,456 7 -0,117 9

Parsmetro  MIC Clasificacion Pearson Clasificacion Pardmetro  MIC Clasificacion Pearson Clasificacion
MIC r Pearson MIC r Pearson
NEP 1,000 1 1,000 1 PP 1,000 1 1,000 1
Sm 0,509 3 0,088 9 RC/CS 0,508 4 0,056 17
Pl abs 0,459 7 0,073 11 ABS/CSo 0,503 5 0,195 7
ETo/CSo 0,442 8 0,048 15 Sm 0,475 7 -0,060 16
Parémetro  MIC Clasificacién Pearson Clasificacion pardmetro  MIC Clasificacion Pearson Clasificacion
MIC r Pearson MIC r Pearson
NPP 0,994 1 1,000 1 PMG 1,000 1 1,000 1
ABS/CSo 0,485 5 0,121 6 ETo/CSo 0,616 2 0,216 6
ETo/CSo 0,442 6 -0,002 19 Sm 0,564 3 -0,076 15
Dlo/CSo 0,419 7 0,010 17 Dlo/CSo 0,519 4 0,108 10

Tabla 6.4: Relacion entre variables fotosintéticas derivadas de la prueba OJIP y los componentes de rendimiento. En la tabla
se muestran las tres primeras relaciones con mejor clasificacion MIC de los parametros OJIP. Para generar las tablas de
clasificacion segun el criterio MIC, cada componente de rendimiento se analizé contra las 14 variables OJIP, y los 5 parametros
de rendimiento restantes. En la primera linea de cada sub-tabla, se muestra la relacion de caracter de cosecha comparado
contra si mismo. Se puede observar en cada caso la coincidencia entre el coeficiente MIC y el r de Pearson.



Por ultimo, se analizo el comportamiento de los pardmetros OJIP que presentaron
mejor relacién en el analisis MIC, durante la senescencia de la HB. Se observd una
caida continua en los valores de Sm y RC/CS durante el periodo de llenado de grano
(Figuras 12.4A y 12.4B), mientras que para los pardmetros Plas y TRo/CSo, se observo
una disminucién en los valores de estos parametros a partir de los 14 DDP (Figuras
12.4Cy 12.4D). Por su parte, ABS/RC presentd aumentos en su valor a partir de los 14
DDP (Figura 12.4E). Los cambios en estos parametros, sugirieron que la senescencia de
la HB afecta distintos procesos asociados con la actividad del FSII. Por lo tanto, el uso
de la fluorescencia transitoria de la clorofila a, es una herramienta alternativa al clasico
método de cuantificar el estado fotosintético de la hoja mediante la determinacién
indirecta del contenido de clorofila (Stay Green, del Inglés), utilizado en cultivos para

relacionar fotosintesis y rendimiento.
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Figura 12.4: Comportamiento de los parametros OJIP durante la senescencia de la HB.
Los datos representados son la media +EE de 100 plantas F2 (n=100). Se muestran los
parametros OJIP con mejor clasificacién MIC.
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4.5 Discusion.

4.5.1 Seleccion y evaluacion de germoplasma de arroz en estrés por bajas

temperaturas.

La seleccién de material vegetal por sus caracteristicas fenotipicas, ha sido utilizada
como una metodologia para obtener lineas con diferentes tolerancias a estreses
ambientales, en distintas especies de plantas (Khush 1995; FAO 2017). En el presente
capitulo, se evalud el fenotipo de 8 accesiones de arroz mediante dos enfoques; la
capacidad de crecimiento y la respuesta fotosintética en condiciones de TS (Figura 1.4
y Tabla 1.4).

Por un lado, el andlisis del crecimiento de plantulas bajo condiciones de TS,
permitiendo clasificar la tolerancia al estrés de las distintas accesiones segun su
capacidad de crecimiento (Figura 1.4). La medicidn de la tasa de crecimiento, permite
dar un enfoque cuantitativo a la seleccion de materiales tolerantes, a diferencia de los
indices visuales de clasificacién reportados en Kim y Tai (2011). En este sentido, se han
reportado clasificaciones de variedades de arroz como tolerantes y sensibles, midiendo
la tasa de crecimiento bajo condiciones de crecimiento a TS ( Gazquez y col. 2015).

Por otro lado, la fluorescencia de la clorofila se ha utilizado como criterio de seleccion
de tolerancia a frio en maiz y soja (Fracheboud y col. 1999, Strauss y col. 2005). Por
esta razon, con el objetivo de caracterizar la respuesta del arroz a las bajas
temperaturas, se evalud la capacidad fotosintética mediante la relacidn 'Plaps/CPlabs
(Tabla 1.4). El Plaps s un pardmetro que muestra el desempefio fotosintético, y puede
ser usado como un indicador de la vitalidad biolégica del FSII (Strasser y col. 1995).
Durante el tratamiento de estrés, las plantas con valores altos de la relacion
'Plobs/CPlabs, coincidieron con las accesiones que presentaron mayor tasa de
crecimiento. Se ha demostrado que el uso de la relacién de estados fotosintéticos
adaptados a la luz y la oscuridad, es util para diferenciar genotipos sensibles de
tolerantes, en diferentes tipos de estrés (Flexas y col. 2002; Oukarroum y Strasser
2004). Los resultados obtenidos, sugieren una relacién directa entre la capacidad de
crecimiento y el comportamiento del FSIl, cuando se somete a plantas a TS. Este doble
enfoque de fenotipado, mediante crecimiento y capacidad fotosintética, permitio

identificar a la linea 59-8-8-5 y la variedad Yerua como las accesiones mas tolerantes al
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estrés por frio y al parental Cr550 como una accesidon sensible a las bajas
temperaturas. Ademas, esto sugiri6 que ambos enfoques de fenotipado, o una
combinacion de ellos, podria conformar una herramienta util y rapida para la seleccién

de variedades de arroz tolerantes a frio.

4.5.2 Efecto del estrés por frio en el metabolismo primario de la planta.

Las bajas temperaturas producen altos requerimientos metabdlicos en las plantas
para mantener los procesos fisioldgicos. Estos cambios en las condiciones del entorno,
produce que las plantas reprogramen sus flujos metabdlicos. Se ha reportado que los
tratamientos de frio en plantas sensibles modifican la actividad metabdlica de:
catalasa, piruvato descarboxilasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato
y carboxiquinasa (Lyons 1973; Rodziewicz y col. 2014). Por otra parte, cambios en el
metabolismo del almiddn, han sido reportados como participes en la respuesta global
al estrés por frio en plantas (Janska y col. 2010; Calzadilla y col. 2016; Gazquez y col.
2018).

A su vez, la acumulacién de azucares libres en hojas, ha sido reportado como una
estrategia que contribuye a la proteccién de las plantas, frente al desbalance osmético
provocado por las bajas temperaturas (Xiong y Zhu 2002; Vargas y col. 2007; L.Chen y
col. 2014). Sin embargo, la variacion en los niveles de azucares observados en nuestra
condicidn de ensayo a TS, no mostraron relacién directa con la tolerancia al estrés por
frio. De las accesiones evaluadas, la linea 59-8-8-5 caracterizada como tolerante, no
mostré cambios en los niveles de azucares libres por efecto del tratamiento de TS.
Mientras que, las restantes accesiones estudiadas presentaron aumentos en el
contenido de azucares libres, como consecuencia de las bajas temperaturas (Figura
2.4A), indistintamente de su clasificacion como tolerante o sensible a TS. Si bien se ha
demostrado que la acumulacién de sacaridos correlaciona con la tolerancia al estrés
por frio, principalmente en plantas que poseen mecanismos de aclimatacion al frio
como el trigo (Savitch y col. 2000). Sin embargo, existen otros estudios realizados en
frio que conducen a resultados contrarios, donde una excesiva acumulacién de
azucares solubles, podria ser desventajosa en plantas de trigo sometidas a condiciones

de bajas temperaturas (Xu y col. 2013). Por lo tanto, podria pensarse que los cambios
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en los contenidos de sacaridos frente a la condicion de estrés por frio, es planta
especifica y depende de las condiciones de ensayo a las cuales son sometidas.

A su vez, se ha reportado que en plantas cultivadas en condiciones de estrés por
frio, se produce una transicién del metabolismo del almidén. Donde este se dirige
hacia un metabolismo destinado a acumular oligosacaridos, principalmente mediada
por la hidrdlisis del almidén (Savitch y col. 2000; Rodziewicz y col. 2014; Maruyama y
col. 2014). Contrariamente a lo esperado, el incremento en el contenido de azucares
libres registrado en Rossi, Cr550 y Yerua bajo tratamiento a TS, no fue acompafiado de
una disminucién en el contenido de almiddn, bajo condiciones de TS (Figura 2.4B).
Estos resultados estarian indicando que, el aumento de azlcares libres no seria como
consecuencia de sacdridos producto del metabolismo de degradacién del almidén. En
linea con esto, algunos autores han reportado que una acumulacion de carbohidratos
solubles puede ser producto de la supresion de la fotosintesis (Von Schaewen y col.
1990; Stitt y col. 1990), hecho que concuerda con los resultados obtenidos solamente
para el parental Cr550 (Tabla 1.4 y Figura 2.4A).

Por otra parte, una alta acumulacién de azucares libres en hojas puede funcionar
como parte de un importante mecanismo de respuesta antioxidante no enzimatica
frente a condiciones de estrés (Liu y col. 2015; Han y col. 2017). A su vez, se ha
descripto que cuando los azlcares solubles se acumulan en hojas por accién de
factores estresantes, estos cumplen un rol de molécula sefial, que activa respuestas
antioxidantes de tipo enzimdticas (Bolouri-Moghaddam y col. 2010). Siendo las
defensas antioxidantes, un aspecto importante para contrarrestar la acumulacién de
EROS producidas por accion de las bajas temperaturas (Sharma y Dubey 2004; Sharma
y col. 2012). En linea con esto, la acumulacién de sacdridos en hojas fue acompafiada
de cambios en la actividad de las enzimas CAT y APx en los parentales Rossi y Cr550,
como consecuencia del tratamiento TS (Figura 3.4A y 3.4B). En este sentido, cabe
sefialar que no en todas las accesiones estudiadas se pudo constatar una relacion
directa entre el metabolismo de hidratos de carbono y la actividad enzimatica del
sistema antioxidante, en respuesta a la condicidon de TS. Evidenciando nuevamente un
posible efecto planta especifico vinculado a los metabolismos estudiados en respuesta

a la condicion de estrés.
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En conjunto, una parte de los resultados obtenidos concuerda con la hipdtesis de
que una alta acumulacion de azucares solubles inducida por las TS, podria suprimir la
fotosintesis y consecuentemente la transferencia de electrones. Esto a su vez,
promoveria la produccién de EROS, desencadenado finalmente una respuesta
enzimatica anti-oxidante. Sin embargo, se deberian disefiar nuevos ensayos con
metodologias mas precisas, para poder determinar el rol fisiolégico de la acumulacién

observada en los niveles azlcares, en las plantas arroz cultivadas en estrés por TS.

4.5.2 Comportamiento metabdlico durante la senescencia de la HB y su relacion con

el llenado de grano.

El proceso de llenado de grano depende de las reservas de carbohidratos en los
tallos antes del panojamiento, y de la posterior produccion de carbohidrato generados
durante la fotosintesis después de la emergencia de la panoja. La removilizacion de
fotosintatos, es un proceso complejo que involucra un balance entre la fuente (hoja) y
el destino (panoja). En el arroz, entre el 60% y el 90% del carbono acumulado en la
panoja proviene del metabolismo de la HB, siendo este drgano el que mas contribuye
al llenado de grano (Yoshida 1981; Nakano y col. 1995).

En este sentido, se realizaron mediciones de carbohidratos totales para determinar
si los cambios en el destino, se reflejan en la actividad metabdlica de la fuente. En las
accesiones evaluadas, nuestros resultados mostraron diferentes comportamientos en
el metabolismo de carbohidratos de la HB durante el llenado de grano (Figura 4.4). La
variedad Yerua, mostré una acumulacidn inicial de azlcares que luego se sostuvo en el
tiempo sin cambios desde 14 DDP a 28 DDP (Figura 4.4A). Siendo este aumento,
practicamente independiente de los cambios en el contenido de almiddn. Ya que este
no varid durante los 28 d de ensayo en la variedad Yerua (Figura 4.4B). Por otra parte,
el parental Rossi y la linea 59-8-8-5 presentaron comportamientos metabdlicos
similares. Mostrando niveles estables de azucares libres en HB durante los 28 d de
llenado de grano y una acumulacion temprana de almidén a los 14 DDP (Figuras 4.4A,
4.4B).

Por su parte, el parental Cr550 no pudo mantener los niveles de carbohidratos en

la HB después de los 14 DDP (Figuras 4.4A y 4.4B). Asimismo, el parental Cr550
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presentd un particular quiebre en los niveles de almidén a partir de 14 DDP,
evidenciando un temprano agotamiento en las reservas de almidén (Figura 4.4B). En
este sentido, el parental Cr550 mostrd el mayor %SV (Figura 7.4A), pero el mismo NEP
que presentaron la variedad Yerua y la linea 59-8-8-5 (Figura 7.4C). Esto indicaria que
el esfuerzo inicial en acumular azucares del parental Cr550, sumado a la repentina
pérdida de almiddn, no seria suficientes para satisfacer los destinos receptores en la
panoja (Figuras 4.4A, 4.4B, 7.4A y 7.4C).

Por su parte, el parental Rossi mostré como estrategia adaptar el nimero de
destinos a los requerimientos del metabolismo de carbohidratos, ya que presenté el
menor NEP (Figura 7.2C) y un %SV intermedio (Figura 7.2A) respecto del resto de las
accesiones. En este sentido, nuestros resultados indicaron que el mayor NEP podria ser
la consecuencia de una mayor remocion de fotoasimilados de las hojas hacia los
granos, causando la aceleracion del proceso de senescencia de la hoja.

Particularmente, la linea 59-8-8-5 presentd el menor %SV (Figura 7.2A) y una gran
acumulacién inicial de almidén (Figura 4.4B). La acumulacion temprana de almidén, y
su posterior transporte hacia el grano, ha sido descripto en arroz como una estrategia
que conduce a un mayor potencial de rendimiento (Yoshida 1981; Hirose y col. 2006),
siendo el almidén el componente mayoritario en el grano de arroz (Bao 2018).

Los resultados obtenidos estarian indicando una fuerte interaccion entre la fuente
y destino, que incidiria en el metabolismos y en la removilizaciéon de carbohidratos
durante el llenado de grano, hecho consistente con lo anteriormente reportado en
arroz (Yang y col. 2001; Kashiwagi y col. 2006). Por otra parte, en diferentes especies
de plantas, se ha postulado que cambios en los niveles de azucares; poseen un rol en la
integracion de las sefiales ambientales, que pueden desencadenar el proceso de
senescencia de la hoja (Wingler y col. 2006; Bolouri-Moghaddam y col.2010).

Durante el proceso natural de senescencia foliar que presentan los cultivos de
ciclos anuales en la etapa de llenado de grano, se producen gran cantidad de EROS,
generada principalmente por un deterioro de la actividad cloropldstica (Krupinska y
col. 2012; Panda y Sarkar 2013). A su vez, la acumulacién EROS genera la peroxidaciéon
de acidos grasos poli-insaturados dando lugar a productos de oxidacién como el MDA

(Mgller y Hansson 2007). Por lo tanto, se puede considerar que, la acumulacién de
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MDA es un indicativo de la senescencia foliar (Munné-Bosch y Alegre 2002). Nuestros
resultados mostraron un efecto aditivo entre la edad de la hoja y la acumulacion de
MDA. En linea con lo mencionado anteriormente, la mayor acumulacién de este
indicador fue observada en el parental Cr550, seguida de la variedad Yerua. Por otra
parte, linea 59-8-8-5 presentd la menor acumulacion de este indicativo de estrés
oxidativo junto con el parental Rossi (Tabla 4.4 y Figura 5.4). En este sentido, se ha
reportado una menor acumulacidn del analito MDA en plantas que presentan retardos
en la senescencia (Jiao Ji y Li 2003; Morsy y col. 2007).

Por otra parte, cambios en la actividad de sistemas antioxidantes enzimaticos en
hojas, también han sido caracterizados en condiciones de senescencia foliar durante el
llenado de grano (Kar y Mishra 1976). En linea con esto, el proceso de senescencia
modifico significativamente la actividad CAT a los 28 DDP solamente en la variedad
Yerua (Figura 6.4A). Sin embargo, APx mostré una conducta independiente de la edad
de la hoja en todas las accesiones (Tabla 2.4). En este sentido, se observd un
comportamiento diferencial de la actividad APx en la variedad Yerua. Presentando esta
accesion valores de actividad APx mayores al resto de las tres accesiones durante los
28 d ensayados (Figura 6.4B). Diferentes autores han postulado que, el mantenimiento
de una mejor capacidad antioxidante de la HB durante el llenado del grano minimiza la
senescencia (Prochazkova y col. 2001; Tang y col. 2010). En este sentido, a pesar de
qgue el parental Rossi y la linea 59-8-8-5 incrementaron la actividad CAT de manera
tardia a 28 DDP, los resultados sugirieron que Yerua presentd una tendencia a
mantener alto el nivel de actividad CAT durante todo el periodo de llenado de grano y
un nivel alto de APx a tiempo largo, en comparacidn con las otras accesiones (Figura
6.4).

En relacién con lo observado, la mayor acumulacién de caracteres positivos de
rendimiento presentados por la linea 59-8-8-5; un menor %SV y NPP y mayor NEP.
Seguido de la variedad Yerua podria explicarse en base a una mejor actividad
metabdlica que retarda la senescencia de la HB, dando por consiguiente una hoja mas
activa durante el llenado de grano. En linea con lo mencionado anteriormente, el
comportamiento metabdlico estaria indicando que para la variedad Yerua, el retardo

en la senescencia estaria vinculado en mayor medida, con una mejor eficiencia en los
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sistemas enzimaticos antioxidantes. Acompafiado por un metabolismo de hidratos de
carbono que se comportd de manera estable en el tiempo ensayado.

Contrariamente a lo observado para la variedad Yerua. En la linea 59-8-8-5 el
retardo en la senescencia estaria relacionado con una mejor regulaciéon del
metabolismo de carbohidratos, sin grandes cambios en la actividad del sistema
antioxidante durante el periodo de llenado de grano. Este hecho posiblemente esté
vinculado a un mejor desempefio fotosintético que genere menos EROS dentro del

cloroplasto. Resultados que seran discutidos a continuacién.

4.5.3 La eficiencia fotosintética durante el llenado de grano, y su relaciéon con la

senescencia de HB y las caracteristicas de rendimiento.

La regulacion de la senescencia foliar es un rasgo agricola relevante, ya que este
proceso podria modular una mayor eficiencia en la captura y transmisién de energia
solar y un incrementando de la capacidad fotosintética (Gregersen y col. 2013). Como
consecuencia, plantas con fenotipos de stay green (del inglés, permanencia verde) de
la HB tendrian un rasgo que podria estar relacionado con el rendimiento de la planta
(Thomas y Howarth 2000).

En el presente trabajo, se evalué la capacidad fotosintética en diferentes
accesiones para caracterizar fenotipos de senescencia. Para ello se utilizé la
fluorescencia de la clorofila a, como una metodologia alternativa a las clasicas medida
de contenido de clorofila. A su vez, se disefid un indice de respuesta fotosintética (IRF)
en base a diferentes parametros derivados de la prueba OJIP que se utilizaron a modo
de biomarcadores. De las accesiones evaluadas, la linea 59-8-8-5 presentd en general,
mejores biomarcadores fotosintéticos (valores mas bajos) a lo largo del proceso de
senescencia en comparacion con las otras accesiones evaluadas. Principalmente, las
mejores puntuaciones de los biomarcadores fotosintéticos fueron dadas por una
mavyor eficiencias del uso de la luz (Fv/Fm, psi(Eo), phi(Eo) Yy Plabs) a los 7,14 y 21 DDP
(Figura 8.4A, 8.4B y 8.4C); un mayor numero de centro Q, oxidados (Sm), durante 14-
28 DPP (Figura 8.4C y 8.4D); una mayor capacidad del potencial eléctrico generado
(ETo/RC, ETo/CS) y una menor disipacion de energia (Dlo/RC, Dlo/CS) en la etapa final

del llenado de grano 28 DDP (Figura 8.4D). Estos resultados sugieren que, la linea 59-8-
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8-5 presentd un fenotipo de stay green durante el llenado de grano, caracterizado por
un retardo en la senescencia debido al mantenimiento de la funcionalidad del FSII. A su
vez, estos resultados son consistentes con el hecho de que esta accesidn presenté
buenas aptitudes en los componentes de rendimiento analizados (Figura 7.4). Por su
parte, la variedad Yerua que también presentd buenos rasgos de rendimiento (Figura
7.4), demostré tener una eficaz regulacién entre el potencial de transporte de
electrones (ETo/RC, ETo/CS) y la disipacién de energia (Dlo/RC, Dlo/CS), durante el
llenado de grano (Figura 8.4). Resultados que concuerdan con la alta capacidad anti
oxidante presentada por la variedad Yerua (Figura 6.4). Los resultados indicaron que la
variedad Yerua regula de manera eficiente las reacciones fotoquimicas del FSll, ya que
un aumento en la disipacién de energia y una disminucidon del transporte de
electrones, son eventos cominmente asociados con una caida del rendimiento del FSlI
(Cheny col. 2014).

A su vez, en el presente estudio, se pretendié proporcionar un indice unificador del
comportamiento fotosintético, acoplando todas las variables relevantes desde el
punto de vista fotoquimico. En este sentido, el indice de respuesta fotosintético o IRF
proporciona un Unico valor explicativo para ser potencialmente utilizado en programas
de mejoras con el fin de identificar fenotipos de stay green. Para esta propuesta, se
eligié el enfoque IBR (Beliaeff y Burgeot 2002; Broeg y Lehtonen 2006; Ferreiray col.
2015a; Ferreira y col. 2015b). Este enfoque permite la integracién de un gran nimero
de variables mediante un proceso de estandarizacién estadistica, lo que permite una
comparacion entre variables con diferentes drdenes de magnitud. A su vez, esta
metodologia fue utilizada en caracterizaciones eco-fisiolégicas para diferencias
poblaciones de plantas mas desarrolladas en lechos marinos (Duarte y col. 2017).

El IRF, mostré que las accesiones con mejor desempeiio fotoquimico durante la
senescencia de la HB, presentaron valores mas bajos en los componentes parciales
normalizados (Figura 8.4). Esto conduce a que el valor unificado IRF sea mas bajo; lo
gue se traduce en un indicativo de un mejor desempeiio global del FSIl. Nuestros
resultados indicaron que la variedad Yerua y la linea 59-8-8-5, mantuvieron valores de
IRF con tendencia a la baja durante el llenado de grano, o lo que es equivalente a un

mejor funcionamiento del FSII (Figura 9.4). La Unica excepcion, se registré al 21 DDP
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donde los parentales Rossi y Cr550 presentaron los valores mas bajos de IRF. Estos
resultados son consistente con la hipdtesis de que un retardo en la senescencia, como
producto de una mayor actividad fotosintética, podria conducir a un mayor potencial
de rendimiento (Chen y col. 2010; Yemata y col. 2014; Gregersen y col. 2014). Esto
concuerda con lo registrado en los parentales Rossi y Cr550, los cuales no pudieron
mantener la capacidad fotosintética al final del ciclo de llenado de grano, y a su vez
presentaron menores aptitudes en los componente de rendimiento (Figuras 7.4y 9.4).

En resumen, el indice IRF hizo visible numéricamente, la vinculacion de los
procesos funcionales y estructurales del FSIl. Por lo que su uso, potencialmente
conduciria a seleccionar fenotipos de stay green con mayor precisién y exactitud. Por
lo tanto, el IRF podria conformar una herramienta rapida y potencialmente eficaz para

seleccionar fenotipos de stay green en arroz.

4.5.4 Incidencia de parametros particulares de la prueba OJIP sobre la senescencia de

la HB y su relacion con los componentes de rendimiento.

Por ultimo, para validar nuestra hipdtesis acerca de la relacién entre el retardo de
la senescencia, el rendimiento fotosintético en la HB y los componentes del
rendimiento, se determind la capacidad del FSIl en HB de una poblacion segregante F2,
durante el llenado de grano. El uso de poblaciones F2 son una herramienta de utilidad
para detectar rasgos fenotipicos con alto grado de relacidn, en individuos altamente
emparentados (Frankham 2015). El analisis permutacional mostré diferencias en el
comportamiento fotosintético a lo largo del periodo de senescencia (Tabla 3.4), siendo
estas diferencias comparativamente mayores a 28 DDP, tal como lo indico el andlisis
de MDS (Figura 10.4). En base a este resultado podria pensarse que es critico
mantener alta la actividad FSll en las etapas finales de llenado de grano.

El ordenamiento basado en el andlisis de ACP (Figura 11.4), mostré diferencias
entre los procesos a nivel de CS, RC y las eficiencias cuanticas, evidenciando un
comportamiento contrastante principalmente entre los flujos especificos.
Adicionalmente, los parametros ABS/RC y RC/CS contribuyeron de manera relevante al
modelo, indicando que la actividad de los RC, es importante en el proceso de

senescencia y regularia la absorcion de energia que incide en el fotosistema (FS).
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Asimismo, en estudios realizados en trigo, se demostré que los RC siguen siendo
funcionales en las HB senescentes, aunque se produzca una caida de la eficiencia del
FSIl o Fv/Fm, asociado con el cierre parcial de RC por accidn de la senescencia (Verlag y
col. 2002). En este sentido, el pardmetro F,/Fm ha sido reportado que carece de
sensibilidad para detectar fenotipos de stay green (Zhangy col. 2015).

El rendimiento de grano, es un proceso que depende de multiples factores. Por lo
tanto, relacionarlo con conjuntos de datos complejos como los que brinda la prueba
OJIP, requiere de herramientas estadisticas que posean capacidad de examinar todas
las relaciones potencialmente interesantes, en un conjunto de datos independientes.
En este sentido, los estimadores MIC (Reshef y col. 2011; Reshef y col. 2013; Albanese
y col. 2018), permiten identificar y clasificar relaciones entre conjuntos de datos
numerosos y complejos, sin restriccion en la magnitud que posea el dato, y sin
necesidad de ajustar los datos a supuestos de linealidad, o transformaciones de
variables.

Los resultados de las asociaciones entre los componentes de rendimiento y los
parametros OJIP durante la senescencia de la hoja indicaron que el parametro Sm se
relaciona con la mayoria de los rasgos que definen a los componentes de rendimiento;
%SV, NEP, PP, PMG (Tabla 4.4). El parametro Sm, es una medida de la energia
necesaria para el transporte de electrones, y de este modo cerrar todos los RC
(Oukarroum y Strasser 2004), lo que equivalente a decir, que el Sm indica el estado
funcional del complejos de quinonas (Qa/Qs). Por lo tanto, este parametro indica la
vitalidad de las plantas durante el proceso de senescencia. La caida de los valores de
Sm durante el tiempo de llenado de grano (Figura 12.4A), indicé que el proceso de
senescencia foliar estd asociado a una menor eficiencia para transferir electrones. Se
podria pensar que, regular el mantenimiento de este pardmetro podria contribuir a
seleccionar fenotipos, con potenciales de rendimientos elevados debido al alto grado
de relacién con los componentes de rendimiento (Tabla 4.4). Estos datos son
consistentes a los reportados en lineas de arroz transgénico con mayor contenido en el
complejo citocromo b6f (cytwsss), donde cambios en las tasas de transporte de
electrones fotosintéticos mejoraron la capacidad fotosintética y el rendimiento de

grano (Yamoriy col. 2016).
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A su vez, cambios en el transporte de electrones mas alld de Q. durante la
senescencia de la hoja bandera, determinan cambios en el Plaps (Zhang y col. 2010).
Con respecto a Plaps, este pardmetro se asocid con el NEP (Tabla 4.4). Esto ultimo,
sugiere que el tamano de los destinos, determinados por NEP se asocié con un
detrimento del FSII (Figura 12.4D) o un aumento de la senescencia de la hoja.
Numerosos autores informaron que un nimero elevado de destinos o NEP, aceleran la
senescencia de la HB en el arroz (Biswas y Mondal 1986; Nakano y col. 1995). En este
sentido, se ha reportado que el pardmetro Pls,s mantiene valores altos durante el
proceso de senescencia, en lineas de arroz de alto rendimiento (Zhang y col. 2015).

Por otra parte, la caida de los niveles de clorofila estd relacionada directamente
con la senescencia foliar. Sin embargo, no toda la clorofila es funcional o
fotosintéticamente activa, y por lo tanto, no toda la energia que absorben estos
pigmentos se utiliza en el destino para formar biomasa, ya que se disipa a nivel de
cloroplasto. En este sentido, hay descriptos cinco tipos de stay green, de los cuales no
todos son funcionales (Thomas yHowarth 2000). Mientras tanto, el parametro ABS/RC
(tamafio aparente de antena o energia absorbida por centro de reaccién), estd
asociado con el contenido de clorofila en la hoja, ya que relaciona la energia absorbida
por las clorofilas fotosintéticamente activas por RC. En este sentido, el aumento en
ABS/RC, observado a partir de 21DDP (Figura 12.4E), coincide con la disminucion de
RC/CS, sin grandes cambios en la energia atrapada (TRo/CS), al mismo dia de muestreo
(Figura 12.4B y 12.4C). Estos resultados sugieren, que el contenido de clorofila activa
no disminuye, sino que hay una menor cantidad de RC activos, por lo que medir niveles
de clorofila y asociarlo con la funcionalidad de la fotosintesis podria conducir a errores
de apreciacidon. A su vez estos parametros, se relacionan con %SV, PP y P.total de
grano. Por lo tanto, los resultados obtenidos en la poblacién F2 se pueden atribuir a un
retraso de la senescencia y la relacidén fuente-destino en el llenado de grano. A su vez,
la prueba OJIP seria un método apropiado para caracterizar tanto la senescencia
funcional asociada al rendimiento del FSIl como la senescencia no funcional asociada a

la caida del contenido de clorofilas.
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4.6 Conclusiones

Se obtuvieron nuevos materiales de arroz tolerantes a frio mediante la seleccién
de individuos con mayor capacidad de crecimiento en condiciones de TS. A su vez, se
demostré que las accesiones mas tolerante a frio poseen un fenotipos de mejor
capacidad fotosintética evidenciado por un mayor valor de la relacidn 'Plaps/®Plabs. Por
lo tanto, estos dos enfoques juntos podrian usarse como criterios de seleccion en
proyectos de mejoramiento vegetal.

El andlisis de los componentes de rendimiento, demostré que la linea 59-8-8-5
presentd las mejores aptitudes de rendimiento, seguida de la variedad Yerua. Por otro
lado, se caracterizo la senescencia de la HB durante el llenado de grano mediante un
enfoque combinado que involucré analisis bioquimicos y fisioldgicos. El analisis del
metabolismo de hidratos de carbono demostré la relevancia de la removilizacién de
fotoasimilados y la contribucién de este fendmeno en el llenado de grano de estos dos
mecanismos. Particularmente la linea 59-8-8-5 estaria evidenciando una regulacién
mas sincronizada en el metabolismo de hidratos de carbono. Lo que podria explicar en
parte sus mejores aptitudes de rendimiento de grano.

A su vez, la acumulacion de MDA, asi como las perturbaciones en la actividad de
CAT y APx indicaron que la variedad Yerua y linea 59-8-8-5 retardan la senescencia de
la HB. En este sentido, los resultados obtenidos indicaron que la variedad Yerua,
pareceria tener mecanismos enzimaticos antioxidantes mas activos que ayudan en la
desintoxicacion de EROS. Estos resultados sugieren que la linea 59-8-8-5 y la variedad
Yerua retardan su senescencia, y presentan HB mas activas en el tiempo regulando de
manera mas eficiente las vias metabdlicas asociadas a procesos energéticos en el FSII.

En paralelo, se observd que la capacidad de mantener metabdlicamente activa la
HB coincidié con una mayor eficiencia del FSII. Esto fue evidenciado por los valores del
indice IRF basado en biomarcadores fotosintéticos desarrollado en el presente trabajo
de tesis, donde la linea 59-8-8-5 y la variedad Yerua presentaron una tendencia a
mantener una alta actividad fotoquimica durante el llenado de grano. Estos resultados
sugieren que fenotipos con capacidad de mantener una mayor eficiencia del FSll

durante el llenado de grano poseen mayor potencial de rendimiento de grano.
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Asimismo, el enfoque IRF demostrd ser un método mas eficiente para caracterizar
fenotipos con stay green en arroz, en comparaciéon con los métodos clasicos y los
métodos basados en determinaciones bioquimicas.

Finalmente, del analisis de la poblacion F2 se desprende que parametros derivados
de la prueba OJIP, como Sm y Plaps, que representan el potencial fotosintético, se
relacionan estadisticamente con los componentes de rendimiento. A su vez, esto
indicaria que la senescencia y el llenado de grano, estarian regulados en parte por la
actividad de Q. y Qu. Lo anteriormente expuesto indicaria que componentes
estructurales especificos del FSIl como Q, y Qp pueden ser blancos para la mejora
genética en busqueda de mayores potenciales de rendimiento. Por otra parte se
observé que determinar la eficiencia de los FS mediante el andlisis OJIP para
determinar fenotipos de stay green es una herramienta alternativa y mas eficaz que la

clasica medicidn de clorofilas mediante el indice SPAD.
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4.7 Diagrama Resumen-Capitulo 2.

(O3] \Le] YN [GV] W88 Seleccionar fenotipos de O. Sativa tolerantes a frio, mediante su capacidad de crecimiento y su respuesta
fotosintética bajo condiciones de TS en estadio de plantula. A su vez, estudiar el comportamiento bioquimico y del FSIl durante el llenado
de grano y su implicancia con los potenciales de rendimiento.

RESULTADOS Rossi \GCAl 59-8-8-5 || RESULTADOS
Crecimiento (13/21°C) m_ Pemanova Efecto de los dias sobre la actividad del FSII
1Pl /OPly, MDS Hay una cambio en la actividad del FSII a partir
abs/Plabs
de 21DDP con un mayor distanciamientoa 28
DDP.
Azucares libres (HB) = = =
14 DDP' (7-28 DDP) (14-21DDP) (7- ACP RCy ABS/RC influyen en mayor medida en el
28DDP) proceso de senescencia
Almidén (HB) = MIC Se encontraron relaciones entre la
14DpDP l 14DDP 14 DDP' componentes estructurales y funcionales del
(7-28 DDP) FSllicon los rasgos de rendimiento.

MDA(HB, 21 DDP) Eaand + ++ +

- - - oJip Lasenescencia de la HB afecta distintos

- - - procesos asociados con la actividad del FSII.
CAT (HB) (7-28 DDP) (14-28DDP) | 28DDP (14-28

DDP)

+ + + +
APx (HB)

+ ++ L o
Rendimineto

+ ++ + +H
IRF (HB)

Los fenotipos de plantas de arroz con mayor eficiencia a nivel del FSII, presentan mayor tolerancia a la condicién de
estrés por frio en estadio de plantula. Se caracterizaron fenotipos de stay green en HB durante el llenado mediante la prueba OJIP, los
fenotipos que presentaron mayor eficiencia del FSII manifestaron mayores potenciales de rendimiento. El estudio sobre la poblacién F2
indicé que existe una relacién entre componentes funcionales y estructurales del FSIl y los componentes de rendimiento.
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5- CAPITULO 3: Analisis de la arquitectura genética del
Fotosistema Il mediante un estudio de asociacion del genoma
completo (GWAS) y su relacion con el llenado de grano.
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5.1 Introduccion.

Describir el fenotipo de plantas en respuesta al ambiente, ofrece una comprensién
de la fisiologia de las plantas con una perspectiva “omica” (Furbank y Tester 2011).
Actualmente, en el mejoramiento de cultivos se vinculan tanto la secuenciacién de
ADN, asi como la cuantificacidon precisa de los rasgos fenotipicos de las plantas. La
convergencia entre las tecnologias para definir fenotipos, con poblaciones de plantas
caracterizadas genéticamente, permite identificar genes especificos vinculados al
fenotipo. En este sentido, la mejora vegetal asistida por marcadores moleculares, es
una técnica poderosa que aplicada a la agricultura, permite obtener nuevas variedades
de plantas con mejores aptitudes. La correlacién entre caracteristicas fenotipicas
deseables, con marcadores genéticos especificos, es posible gracias a Ia
implementacién de modelos estadisticos que relacionan la variacion de rasgos del
fenotipo, con la variacion en valores de marcadores genéticos.

Debido a los rdpidos avances en las tecnologias de secuenciacion de ADN, la
fenotipificacion de las plantas es ahora un cuello de botella en el avance de los
rendimientos de los cultivos (Fahlgren y col. 2015). En linea con esto, la disponibilidad
de datos arrojados por la prueba OJIP (Strasser y col. 1995), brinda informacién de
como se absorbe y transporta la luz a nivel estructural y funcional dentro del FSII. Esto,
permitiria analizar los determinantes genéticos de las numerosas propiedades del
proceso fotosintético. A su vez, la prueba OJIP ofrece datos fisioldgicos que son
sumamente adecuados como rasgos cuantitativos para el mapeo genético mediante
un analisis de GWAS. Asimismo, los mapeos asociativos basados en GWAS son un
método que permite identificar QTLs. Dicha metodologia, analiza la variabilidad del
genoma en funcién de los SNPs, y determina su asociacién estadistica a un caracter
fenotipico de interés.

Por otra parte, la fotosintesis es un determinante importante de la produccion
vegetal, por lo tanto, es de particular interés en la mejora genética para aumentar la
productividad (Harbinson y col. 2012). Consecuentemente, para mejorar la
productividad en arroz, es necesario desarrollar nuevos cultivares con mejores

eficiencias en la captacién de la energia luminica.
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Finalmente, es importante destacar que existe una brecha en el conocimiento
acerca de la estructura genética que controla los pardametros que caracterizan al
proceso fotosintético en condiciones de crecimiento no estresantes, y su posible
connotacion con el rendimiento de grano.

El objetivo del presente capitulo, fue utilizar la variabilidad natural dentro de la
especie O. sativa para descubrir regiones gendmicas, o genes que regulan la capacidad
de las plantas de arroz para asimilar la energia luminica durante el periodo de
crecimiento vegetativo, y analizar la vinculacion de dicha capacidad con el proceso de

llenado de grano.

5.2 Objetivo particular.

Estudiar la asociacién entre el fenotipo de pardmetros fisioldgicos asociados al
desempeiio del Fotosistema Il y el estado funcional del aparato fotosintético, con
marcadores polimdrficos del genoma de arroz que permitan identificar genes

especificos vinculados a los caracteres fenotipicos de interés.

5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Germoplasma utilizado para el analisis de GWAS.

Se utilizaron semillas provenientes de una coleccion de 435 accesiones
pertenecientes al panel de diversidad de arroz RDP-1 (del inglés, Rice Diversity Panel 1,
USDA, USA), que representan las cinco sub poblaciones principales de O. sativa. A su
vez, dicho panel fue genotipado mediante una matriz de arroz de alta densidad (HDRA,
del inglés) compuesta por 700.000 SNPs (McCouch y col. 2016). La coleccién de
germoplasma de la que se extrajeron las accesiones utilizadas en este estudio se

encuentran detalladas en la Tabla 1 del Anexo 3.
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5.3.2 Disefo experimental y ubicaciones.

Semillas de la coleccién RDP-1 se sembraron en placas de Petri utilizando papel de
filtro Whatman N25, hidratadas con 7,00 ml de una solucién acuosa de carbendazim al
0.025% p/v. Luego las semillas se incubaron a 30°C en oscuridad durante tres dias
hasta la germinacién. Las plantulas obtenidas pos germinacidon se transfirieron a
recipientes plasticos de 750 ml, conteniendo extracto de suelo mineral como sustrato
y cultivadas en invernadero en condiciones de inundacién durante dos semanas.
Posteriormente, 3 plantulas por accesién fueron trasplantadas en condiciones de
campo a macetas que contenian extracto de suelo mineral.

Los experimentos de campo se realizaron en paralelo en dos locaciones, INTECH,
Chascomus-Argentina (Ch), 35°37'23.0" S 57°59'39.0" O y EE INTA Concepcién del
Uruguay, Entre Rios (ER). -32°29'24.9"S 58°20'55.9" O.

Ambos experimentos fueron realizados durante la temporada de
primavera/verano 2017/2018 (octubre/marzo). Las condiciones térmicas de
crecimiento para la ubicacion de Ch fueron: media maxima de 24,1°C, media minima
de 12,0°C con episodios extremos de 32°C de maxima y 9,0°C de minima. Las
condiciones térmicas de crecimiento para la ubicacion de ER fueron: media maxima de
31,0°C, media minima de 15,7°C con episodios extremos de 38,5°C de mdaxima y 5,4°C
de minima. Las mediciones fisioldgicas se realizaron en plantas de 11 semanas de edad

en ambas locaciones.

5.3.3 Fenotipado mediante fluorescencia transitoria de la clorofila a (prueba OJIP) y

SPAD.

Se realizd la prueba no invasiva OJIP (Strasser y col. 1995), implementando el
protocolo denominado experimento de doble pulso, adaptado de Appenroth y col.
2001, utilizando un fluorémetro portatil HANDY PEA (Hansatech Instruments® Ltd.,
King's Lynn, Norfolk, Reino Unido).

Para ello, la ultima hoja completamente expandida fue pre adaptada a la oscuridad
durante 20 min. Luego, las hojas se expusieron dos veces durante 1 s a un pulso de luz
actinica en condiciones de saturacion en un intervalo de 0,5 s de oscuridad entre cada

pulso de luz.
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La fraccion de centros de reaccién que reducen Qp se calculé de la siguiente

manera:

QpRC = [1- (FO/ FM) (ZquIso) / 1- (FO / FM) (19 PU|SO)] = d)* po /¢P°

NO‘QbRC = 1‘ ¢*po /d)po = 1'QbRC

Los datos se procesaron a través del software PEAplus (Hansatech Instrument®,
Reino Unido) y Windows Excel (Microsoft WA, EEUU). Los términos utilizados en el
anadlisis de la prueba OJIP se encuentran definidos en la Tabla 1 de la introduccién
general.

Para cuantificar el contenido total de clorofila en la hoja, se usé un medidor de
clorofila (Cavadevices®, Argentina). Para cada hoja, el contenido de clorofila se estimé
en unidades SPAD como la media de cinco mediciones del contenido de clorofila en
diferentes posiciones de la seccion central en la ultima hoja completamente

expandida.

5.3.4 Determinacion de componentes de rendimiento.

Las semillas fueron cosechadas manualmente y procesadas con un descascarador
JLGJ-45. Posteriormente, se evaluaron los siguientes componentes de rendimiento:
Numero de panojas por planta (NPP), peso de mil granos (PMG), nimero de espiguillas
por panoja (NEP), porcentaje de granos fértiles (%F), porcentaje de granos infértiles
calculado (%In) y peso de panoja (PP). Los calculos de los componentes de rendimiento

se encuentran definidos en la Tabla 2 del Anexo 3.
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5.3.5 Mapeo por GWAS.

Los estudios de GWAS se realizaron sobre la base del conjunto de datos HDRA que
consta de 700,000 SNP descriptos en McCouch y col. (2016). Los diferentes GWAS
fueron realizados mediante el calculo del modelo lineal mixto MLMM (del inglés,
Multitrait Lineal Mixed Model), ejecutados en EMMAX vs beta 07Mar2010 (Z. Zhang y
col. 2010). En cada caso, se tuvo en cuenta las correcciones de estructura de la
poblacién subyacente Q, al incluir dos matrices de parentesco K (hBN y hIBS) como
covariable para modelar la covarianza. Estas matrices fueron implementadas
modificando el modelo MLMM descripto por Segura y col. 2012 que tiene en cuenta la
estructura de las poblaciones como cofactor.

Para todas las ejecuciones de GWAS, se uso la ecuacion:

Y=0oX+uK+e€

Donde Y representa al vectores fenotipo, X representa el vector genotipo (SNP); P
es una matriz que contiene los residuos de las CP, u~N(0, 0%K) y €~N(0, o2%l). Donde el
vector p se distribuye independientemente del vector € (error), K representa una
matriz de correccién de efectos aleatorios de parentescos.

La tasa maximas de datos faltantes se fijé en 10% por accesién y 25% por SNP. Se
aplicé un umbral de frecuencia de alelo menor de 0.05 (MAF <0.05) con alelos muy
raros segun Aulchenko y col. (2007). Los cdlculos de identidad por matriz de estado se
realizaron utilizando PLINK. El umbral de significacion se establecié en p <1 x 10”7 para

cada rasgo, utilizando el criterio de Bonferroni.
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5.3.6 Estructura de la poblacion.

El andlisis de componentes principales (ACP) se realizé utilizando el software
INFOSTAT (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina; Di Rienzo y col. 2008),
utilizando los SNP presentes en todas las accesiones. EI comando choiceK.py se usé
para identificar la complejidad del modelo maximizando la probabilidad marginal.

El desequilibrio de enlace de GWAS (LD) entre los marcadores en cada cromosoma,
se estimd utilizando la comparaciéon entre pares r? entre los SNP, que se calculd
utilizando el comando --r2 --ld-window 99999 --lId-window-r2 0 en PLINK69 (Purcell y
col. 2007).

El umbral critico utilizado fue de 0.2 (McCouch y col. 2016). Luego, para cada
marcador significativo, se calculd el valor LD aguas arriba y aguas abajo en el mismo
cromosoma como un valor LD promedio mediante el trazado de r? 1,000 SNP para cada
cromosoma versus distancia genética entre marcadores. Se definieron ambos limites
del intervalo de confianza como la interseccién del “LD critico umbral” y la curva
ajustada de regresion r?. Se utilizé un modelo no lineal descrito por Remington y
Thornsberry. (2001) para ajustar la desintegracién de LD. Este modelo estima LD (r?)
utilizando la tasa de recombinacion y el tamafio efectivo de la poblacién, y se ajusta a
un bajo nivel de mutacion y tamafio de muestra (Sved 1971; Remington y Thornsberry
2001). La funcién R nls(), método de minimos cuadrados no lineales se utilizé para

ajustar el modelo.

5.3.7 Analisis estadisticos.

Los diagramas de caja, correlaciones y andlisis GWAS se construyeron utilizando la
media de cada fenotipo para cada accesion. Los graficos de Manhattan y los diagramas
cauntil-cuantil (QQ-plots) se realizaron utilizando el paquete qgman () en R. Los
valores P para los coeficientes de correlacién de Pearson se calcularon con una prueba
t utilizando la funcién cor.test () en R.

El analisis de varianza se realizé para genotipo, ambiente y la interaccidon genotipo-

ambiente utilizando la funcion Ime4 () en R.
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5.3.8 Andlisis de genes candidatos.

La lista de los genes candidatos se construyé en base a los genes con notacién
funcional, utilizando la base de datos Rice Genome Annotation Project

http://rice.plantbiology.msu.edu/cgi-bin/batch download.pl.

Por otro lado, se realizé6 un andlisis de enriquecimiento de los términos GO (del
inglés, Gene Ontology), mediante la herramienta de andlisis agriGO

http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2 (Du y col. 2010). Para este analisis se

utilizé la lista de genes candidatos derivados del mapeo de GWAS utilizando como
referencia la base de datos del O. sativa MSU en agriGO. El analisis se realizd
empleando el método estadistico de Fisher para detectar términos ontoldgicos
significativamente enriquecidos. Los factores de transcripcién (FT) identificados, se
clasificaron segun la herramienta web PInTFDB (del Inglés, the Plant Transcription

Factor Database); http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0 (Pérez-Rodriguez y col.

2009).
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5.4 Resultados

5.4.1 Panel de diversidad y estructura de la poblacién.

El panel de diversidad de arroz RDP-1, consta de 435 accesiones endogdmicas de O.
sativa provenientes de 82 paises diferentes (Zhao y col. 2011). En la Tabla 1 del Anexo
3, se encuentra el detalle del nombre, el nUmero de identificador, el pais de origen y la
procedencia de la semilla correspondiente de cada accesién del RDP-1

De las 435 accesiones del RDP1, se cultivaron 355 accesiones (Tabla 3 en Anexo 3)
en condiciones de campo en dos locaciones ambientales diferentes, Chascomus (Ch) y
Entre Rios (ER). Luego, plantas de estas 355 accesiones que fenoldgicamente se
encontraban en estado vegetativo, fueron fenotipadas para rasgos fotosintéticos (RF)
mediante la medicidn de la fluorescencia de la clorofila a (prueba OJIP) y el indice
SPAD. Posteriormente, para el analisis de GWAS se utilizaron un total de 283
accesiones, en las cuales se encontraron representadas todas las sub poblaciones de
arroz: 45 aus, 59 indica, 58 japdnica templada, 76 japdnica tropical, 8 aromatica, 37
admixed (Tabla 4 del Anexo3).

Por otra parte, se utilizd un andlisis de componentes principales (ACP) para
describir la variacion genética global en el RDP-1. La poblacion presento una clara
estructuracion de las accesiones analizadas provocada por el factor ambiental (Figura
1.5). A su vez, el andlisis ACP, indicd que los dos primeros ACP, explicaron un 95,17%
de la variacion genética dentro del panel (Figura 1.5). En linea con esto, se utilizaron
los tres primeros componentes principales, asumiendo a estas componentes como
vectores fenotipicos. Asimismo, se incluyeron dos matrices de kindship (hIBS y hBN)
como covariable. Para de este modo, corregir la estructura de parentesco dentro de la

poblacién.
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Figura 1.5: Estructura genética de la poblacion. Anilisis de ACP para los dos
primeros CP. En celeste se representa el ambiente ER y en rosa se
representa el ambiente Ch.

5.4.2 Andlisis de la varianza y fenotipico.

Un total de 29 rasgos fotosintéticos (RF) fueron medidos en la poblaciéon
fenotipada del RDP-1, en dos ambientes diferentes (Ch y ER), donde 28 de estos rasgos
fueron derivados del anadlisis de fluorescencia de clorofila, prueba OJIP (fenotipos de
fluorescencia). Mientras que, el rasgo restante analizado fue el indice SPAD, que
proporciona un valor del contenido de clorofila en hoja (Tabla 1.5). En este sentido, el
andlisis de la varianza (ANOVA) mostré efectos significativos en el componente
genético que implica cada genotipo (G), el factor ambiental (A) y su interaccién entre
ambos factores (GxA) en la mayoria de los fenotipos analizados (Tabla 1.5). Sin
embargo, los fenotipos 8(Ro) y RE./CS no mostraron efectos significativos con el factor
A. Por su parte, el fenotipo Pliwtal tampoco presentd efecto significativo cuando se

evalud los efectos de G, Ay su interaccion GxA (Tabla 1.5).
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Fenotipo Calculo Definicién G A GxA
Fo Fluorescencia méaxima, centro de reaccion del FSIl abiertos. ~ *** *x* *E*
Fm Fluorescencia méxima registrada. *Ex *Ex *okk

Fo/Fm Fluorescencia relativa entre el valor inicial y méximo. *Ex *EX *EX
Fuv/Fm (Fm-Fo)/Fo Rendimiento cudntico maximo fotoquimico primario del *rx *rx *rx
FSII.
Sm Fm Area complementaria normalizada. Relaciona el nimero de  *** *x* *E*
ro (Fm — Ft)dt transportadores de electrones por cadena transportadora
de electrones, o energia necesaria para cerrar todos los
centros de reaccion.
N (Area/(Fm — Fo))xMo x(1/VJ) Numero de eventos de reduccion y oxidacion de Qaentre el ~ *** *Ax *Ax
tiempo ceroy Fm.
ABS/RC Mo.(1/V).(1/ TRo/ABS) Energia absorbida por centro de reaccidn o tamafio *okk *okk *okk
aparente de antena.
Dlo/RC (ABS/RC) — (TRo/RC) Energia disipada por centro de reaccion. *okk *kk *okok
TRo/RC Mo.(1/V)) Energia atrapada por centro de reaccion. *Ex ** *EX
ETo/RC Mo.(1/V)).(ETo/TRo) Transporte de e por centro de reaccion. *okok *okok *okok
REo/RC (Mo/V)). Wro Transporte de e transferidos desde Q. hasta el aceptor *kx *Ex *kx
final del FSI por centro de reaccién activo del FSII
psi(Eo) Weo= ETo/TRo= 1-V; Probabilidad de atrapar un exiton y mover un e- dentro de *Ex *Ex *Ex
la cadena transportadora después de Qa.
phi(Eo) ®eo= ETo/ABS Rendimiento cudntico maximo de transporte de e". *kx *Ex *Ex
6(Ro) 6(Ro) = REo/ETo=(1-Vi)/(1-V)) Eficiencia de transporte de e desde PQH; al dltimo aceptor *Ex ns *Ex
del FSI.
phi(Ro) (Pro= REo/ABS Rendimiento cudntico maximo del transporte de e desde *k* ¥k ¥k
Q. al aceptor final del FSI.
ABS/CS (ABS/CSo) - (TRo/CSo) Energia absorbida por seccion transversal. *xk *Ak *okok
Dlo/CS (TRo/ABS).(ABS/Cs) Energia disipada por seccion transversal *kx okl okl
TRo/CS (TRo/ABS).(ETo/TRo).(ABS/Cs) Energia atrapada por seccion transversal *xk *Ak *
ETo/CS (ETo/ABS) x (ABS/CS) Transporte de e por seccién transversal *kx okl okl
REo/CS Transporte de e transferida desde Q. hasta el aceptor final *Ex ns *Ex
(REo/ABS).(ABS/CS) del FSI por seccidn transversal.
YRC ChIRC/ChlAntenna=RC/ABS YRC es la fraccion de clorofila del centro de reaccion y *kx *kx *kx
(1 -9yRC) RC/ABS representa la contribucion al Plass de los centros de
reaccion de las clorofilas activas
$PO Contribucién de las reacciones luminicas sobre la *xE *Ex *Hk
(1-¢PO) fotoquimica primaria.
YEO Contribucién de las reacciones oscuras sobre la *k % *kx *okok
(1-YEO) fotoquimica primaria.
Plabs YRC $PO YEO indice del estado del FSII, es la energia que se conserva *okx *okox *okox
(1 —yRC) (1 — ¢P0O) (1 — YEO) desde la absorcién de un fotén por FSll hasta la reduccién
de la quinona B
Pliotal Plab SRO indice total del estado del FSII, es la energia que se ns ns ns
aps. (1 - 8R0) conserva desde la absorcidn de un fotén por FSIl hasta la
reduccion de la quinona B
DFabs Log(Plass) Conservacion de energia de fotones absorbidos *Ax ol ol
por PSlI para reduccién Qa.
QuRC ®'po /dpo Centros de reaccion que reducen Qp. *kx *kx *kx
1-QwRC 1-Qpreducing center Centros de reaccion que no reducen Qp. *Ex HEx HEx
SPAD Contenido de clorofilas en hoja *E* *E* *E*

Tabla 1.5: Analisis de los fenotipos fotosintéticos. Calculos y definiciones de los fenotipos de fluorescencia (Strasser y col. 2000), indice SPAD y analisis de la
varianza ANOVA del ambiente (A), genotipo (G) e interaccién genotipo-ambiente (GxA). Los asteriscos indican diferencia entre los factores, *p< 0.05; **p< 0.01;
***p< 0.001; ns indica que no hay diferencias significativas entre los factores.



5.4.2 Andlisis de los rasgos fotosintéticos mediante GWAS.

En el presente estudio, un total de 388.084 SNPs con MAF > 5% fueron
identificados, dentro de los 12 cromosomas de arroz. La interseccion del analisis de las
matrices hIBS y hBN, dio como resultado un total de 110 asociaciones significativas
entre SNPs y RF (SNP-RF) identificadas. A su vez, 11 de estas asociaciones significativas
SNP-RF correspondieron a las plantas cultivas en Ch, mientras que, 99 asociaciones
significativas SNP-RF pertenecieron a plantas cultivadas en las condiciones ambientales
de ER (Tabla 2.5). En linea con esto, los SNPs identificados en el presente estudio
fueron unicos para cada ambiente, ya que de los SNPs encontrados para Ch no fueron
localizados en el ambiente ER y viceversa (Tabla 4 en Anexo 3). Asimismo, de los RF
analizados en ambos ambientes, solo los fenotipos de fluorescencia presentaron
asociaciones significativas con SNPs (Tabla 2.5 y Tabla 4 en Anexo 3). En linea con esto,
se detectaron 6 fenotipos de fluorescencia significativos para el ambiente Ch (Tabla
2.5). Mientras que para el ambiente ER, un total de 13 fenotipos de fluorescencia
fueron asociados significativamente a algin SNP (Tabla 2.5). Del total de los fenotipos
de fluorescencia que registraron asociaciones significativas con SNPs, 5 de ellos, Fo/Fm,
Fv/Fm, DIo/RC, 6(Ro) y Plaps fueron identificados en ambos ambientes (Tabla 2.5). En
este sentido, las plantas cultivadas en el ambiente Ch mostraron un valor medio menor
en los fenotipos Fv/Fm Yy Plabs, con respecto al ambiente ER. Siendo estas diferencias de
7,23% y 57,27% respectivamente, cuando se compara ambos ambientes (Figuras 2.5A
y 2.5B). Sin embargo, para los fenotipos Fo/Fm, DIo/RC, y 6(R0o) las plantas cultivadas en
el ambiente Ch mostraron valores medios mayores comparadas con las plantas
cultivadas en el ambiente ER. Siendo estas diferencias de 26,17% para el fenotipos
Fo/Fm, 31,55% para el fenotipo DIo/RC, y 31,77% para el fenotipo &(Ro) (Figuras 2.5Ay
2.5B).

A su vez, entre los 110 SNPs identificados para ambos ambientes, 70 SNPs se
asociaron a solo un fenotipo de fluorescencia (Tabla 4 en Anexo 3). En este sentido, de
las 11 asociaciones encontradas para Ch, los fenotipos Fo/Fm, Fv/Fm, Dlo/RC (energia
disipada por centro de reaccién) y DFaps comparten el mismo SNP; SNP-5.11015630
(Tabla 4 en Anexo 3). Mientras que las 6 asociaciones identificadas para el fenotipo

6(Ro) fueron Unicas para este fenotipo, asi como también el unico SNP identificado
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para el fenotipo Plabs correspondié solamente a este parametro (Tabla 2.5 y Tabla 4 en

Anexo 3).
Fenotipo Cromosoma N2 de SNP Ambiente
significativos

Fo/Fm 5 1 Ch
Fu/Fm 5 1 Ch
Dlo/RC 5 1 Ch
DFabs 5 1 Ch
5(Ro) 3,4,5,6,7,8 6 Ch
Plabs 9 1 Ch
Fo/Fm 6 1 ER
Fu/Fm 6 1 ER
Sm 1,2,3,4,5,6,10,12 9 ER
N 1,2,3,4,5,6,7,8,10,11,12 24 ER
ETo/RC 3,8,11 3 ER
DIo/RC 1,2,3,4,5,8,10,11,12 24 ER
REo./RC 1,2,3,4,5,7 6 ER
Dl./CS 1,2,3,4,6,8,10,11 10 ER
6(Ro) 3,6,8,10 5 ER
Plabs 1 1 ER
Pltotal 2,3,5,6,9 6 ER
QsRC 1,3,4,7,12 8 ER
1-QsRC 1 1 ER

Tabla 2.5: Resumen de las asociaciones significativas entre SNPs y fenotipos de fluorescencia

de la clorofila en los ambientes Chascomus (Ch) y Entre Rios (ER).
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Por otra parte, para el ambiente ER, 63 SNPs se encontraron asociados a un unico
fenotipo de fluorescencia respectivamente (Tabla 4 en Anexo 3). A su vez, al igual que
para el ambiente Ch, el fenotipo Plass se asocid a un Unico SNP, pero en este caso la
asociacion fue identificada en el cromosoma 1 (SNP-1.35479825). Diferenciandose de
este modo de la asociacién identificada para el ambiente Ch para el mismo fenotipo.

Por otra parte, 12 SNPs y 4 SNPs se asociaron conjuntamente a dos y tres fenotipos
de fluorescencia respectivamente (Tabla 4 en Anexo 3). Entre los 28 fenotipos de
fluorescencia analizados, el nimero de eventos de reduccién y oxidacion de Q, entre el
tiempo cero y la fluorescencia maxima (N), y la energia disipada por centros de
reaccion activos del FSIl (DIo/RC), se asociaron con el mayor nimero de SNPs (24 SNPs
para ambos fenotipos).

Asimismo, un total de 69 QTL fueron identificados para 14 de 29 RF analizados en
los dos ambientes ensayados, donde los QTL identificados pertenecieron a tres clases.
Una primer clase de QTL se definié para los casos donde un solo SNP se asocié a un
Unico fenotipo, una segunda clase de QTL se identificé cuando un SNPs se asocié con
dos o mas fenotipos (QTL multifenotipo). Por ultimo, una tercer clase de QTL
encontrado, correspondid a la situacion donde dos o mas SNPs separados por una
distancia de ~ 55 kb (Ortiz y col. 2017) se asociaron a un fenotipo en particular (QTL
multi-SNP). En linea con esto, para el ambiente Ch se identific6 un uUnico QTL
multifenotipo en el cromosoma 5 (Figura 2.5A), donde un Unico SNP se asoci6 a los

fenotipos Fo/Fm, Fu/Fm, DI/RC y DFabs (SNP-5.11015630).
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significancia para cada SNP.
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Por su parte, para el ambiente ER se identificaron 4 QTL multifenotipos en los
cromosomas 2, 3, 4y 6 (Figura 4.5A), donde los fenotipos REo/RC, N y Sm compartieron
el SNP SNP-2.18755532. Al mismo tiempo, los fenotipos &(Ro), DIo/CS y Dlo/RC
compartieron el SNP-3.7631091. A su vez, el fenotipo Dlo/RC compartiéo el SNP-
4.3532129 con los fenotipos N y REo/RC. Finalmente, los fenotipos Fo/Fm, Fv/Fm y 6(Ro)
se asociaron conjuntamente al SNP-6.21617771 (Figura 3.5A).

Ademas, otros 4 QTL multifenotipo fueron identificados para Sm y N en los
cromosomas 1, 4, 5y 10 (SNPs 1.32181171, 4.19830956, 5.13606968 y 10.2073752). A
su vez otro QTL multifenotipo de interés fue el encontrado para los fenotipos de
disipacién de energia Dlo/RC y DIlo/CS, en el cromosoma 11; SNP11.9898109 (Figura
3.5A). Por ultimo, 5 QTL multi-SNP fueron detectados, 3 de estos se vincularon al
fenotipo DIo/RC en los cromosomas 1, 3 y 5; y dos para el fenotipo Qu,RC en los
cromosomas 7 y 11. Los restantes QTL encontrados correspondieron al tipo de un

unico SNP por fenotipo (Figura 4.5B).
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Figura 4.5:

Graficas de Manhattan para
significativos encontrados mediante GWAS para el ambiente
Ch. Cada SNP esta representado por un punto gris o negro. En el
eje x se muestran cada uno de los 12 cromosomas de arroz, el
eje y representa el logaritmo negativo en base diez (-logio) de
cada valor p correspondiente a un SNP particular. La linea azul
que corta el eje y representa el valor umbral de significancia
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El recuadro en verde identifica a los QTL multi SNP
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5.4.3. Andlisis de enriquecimiento de términos GO e identificacion de genes

candidatos.

Para identificar genes candidatos, se utilizé la funcién de descarga de datos

gendmico de “Rice AnnotationProjet” http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml,

basados en el criterio de anotacion de genes MSU7. Para este fin, se utilizo la distancia
de desequilibrio (LD) calculada (Figuras 4, 5y 6 en Anexo 3) para estipular la seleccion
de genes candidatos.

A partir de la lista total de genes candidatos identificados (Tabla 5 en Anexo 3), se
realizd un analisis de enriquecimiento de términos GO. Los principales términos GO
inducidos comprendieron a funciones moleculares y procesos biolégicos (Tabla 3.5). En
relacion a las funciones moleculares, principalmente se observd significancia en
términos GO relacionados a biosintesis celular (GO: 0044249). Ademas, 3 de los 7
términos GO se asociaron a procesos de regulacién a nivel metabdlico, expresién
génica y procesos macromoleculares (GO: 0019222, GO: 0010468, GO: 0060255). A su
vez, procesos relacionados a la muerte celular, biosintesis celular de macromoléculas,
y biosintesis de macromoléculas (GO: 0008219, GO: 0034645, GO: 0009059) también
mostraron enriquecimiento significativo.

Con respecto a los términos mas representados vinculados a procesos bioldgicos,
los mismos se encontraron relacionados a procesos de hidrélisis de acidos, grupos
fosfatos y éster (GO: 0016817, GO: 0017111, GO: 0016818, GO: 0016462 y GO:
0016788) y union a nucledtidos (GO: 0000166).
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Termino Ontologia Descripcién Nimerode  Numero valor
GO & P entradas anotado P
0044249 Funcion Molecular  Biosintesis celular 13 890 1,40x10°°
0019222 Funcidn Molecular  Regulacidn metabdlica 6 188 1,80x107°
0010468 Funcion Molecular  Regulacion de expresion de genes 6 188 1,80x107°
0060255 Funcion Molecular  e8ulacion de procesos metabdlico 6 188 1,80x10°%
macromoleculares
0008219 Funcion Molecular  Muerte celular 8 478 6,70x10°
0034645 Funcién Molecular  Biosintesis celular de macromoléculas 9 890 9,30x10™*
0009059 Funcién Molecular  Biosintesis de macromoléculas 9 890 9,30x10™*
0016817 Proceso Biolégico  Actividad hidrolasa de acidos anhidros 7 109 3,80x108
0017111 Proceso Biolégico  Actividad nucleosido-trifosfatasa 7 109 3,80x10°®
0016818 Proceso Biolégico Actividad hidrolasa de acidos anhidros 7 109 3,80x10°
fosforados
0016462 Proceso Bioldgico  Actividad piro fosfatasa 7 109 3,80x108
0000166 Proceso Bioldgico Unidn a nucledtidos 29 3490 5,50x108
0016788 Proceso Biolégico  *Ctvidad hidrolasa sobre enlaces 6 258 1,00x10°*

ester

Tabla 3.5: Analisis de enriquecimiento de términos GO en base a los genes candidatos identificados. Se muestran los términos GO
estadisticamente mas representativos. El analisis GO describe los productos genéticos en términos de sus procesos bioldgicos asociados, y

funciones moleculares independientes de las especies.
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Los principal término GO inducido fueron la biosintesis celular, GO: 0044249 y la
unién a nucledtidos, GO: 0000166 (Tabla 3.5). En funcidn a los genes vinculados a estos
términos GO mads representativos, se eligieron 38 genes candidatos (Tabla 4.5), de los
157 genes candidatos totales encontrados. Una descripcion del total de los 157 genes
candidatos identificados se puede encontrar en la Tabla 5 del Anexo 3.

De los 38 genes candidatos seleccionados mediante el andlisis de GO (Tabla 4.5),
se destacaron 8 genes encontrados que correspondieron a genes vinculados con vias
relacionadas con la respuesta de estrés bidtico y abidtico (LOC_0Os01g02250,
LOC_0s03g59600, LOC_0s05g44340, LOC_0s06g30430, LOC_0s08g28470,
LOC_0s09g26620, LOC_0s12g03750, LOC_0s12g30150). Ademds, 5 genes fueron
identificados como factores de transcripciéon (LOC_0s03g17130, LOC_0s03g20900,
LOC_0s05g23780, LOC_0s05g44400, LOC_0s10g39030), un gen fue identificado con
notacion asignada al Ciclo de Calvin (LOC_0Os05g44922); y un gen que codifica a nivel
cloroplastico (LOC_0s01g55870). Asimismo, tres genes identificados se encuentran
vinculados a funciones asociadas con caracteres de grano (LOC_0s05g02670,
LOC_0s05g44560 y LOC_0s10g39030); y finalmente se identificd un gen con notacién
funcional vinculada a procesos de senescencia (LOC_0s05g44970). Basado en estos
resultados, se podria decir que la arquitectura genética de la funcionalidad de los FSII,
puede ser asociada a nivel genético con procesos vinculados al llenado de grano entre

otros procesos.
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Términos GO

Anotacion funcional

Ambiente Fenotipo

SNP-9.16154636 GO: 0000166 LOC_0s09g26620 Auxinrepressedprotein Chascomus | Plabs
Proteina que contiene el
SNP-5.920701 GO0: 0000166 LOC_0s05g02670 dominio motor de Chascomus | 6(Ro)
Kinesina
SNP-10.20737522 sm
SNP-3.11832167 G0:0044249 LOC_0s10g39030 Dominio homeobox Entre Rios N
SNP-3.11839954 Dlo/RC
SNP-3.11840203
Familia de genes
SNP-5.13606968 G0:0044249 LOC_0s05g23780 OSMADS70 - MADS-box ¢ pioe [ S
con M-alphatype-box N
expresado
SNP-1.32181171 G0:0044249 LOC_0s01g55870 Precursor cloroplastico .\ pee | ST
de la Corismatomutasa N
SNP-1.32181171 G0:0044249 LOC_0s01g55890 Quinasa de aminodacidos  Entre Rios Zm
SNP-5.26255003. G0:0044249 GO: LOC_0s05g45340 , . .
SNP-5.26255003 0000166 LOC_0s05g45340 Proteina de union a ATP  Entre Rios Dlo/RC
SNP-5.25755857 G0:0044249 LOC_0s05g44360 Oligosacarido Entre Rios | Dlo/RC
Transferasa
biosintesis de arginina,
SNP-3.9505313 G0:0044249 LOC_0s03g17120 proteina bifuncional Entre Rios QbRC
argl
Factor de
SNP-3.9505313 G0:0044249 LOC_0Os03g17130 transcripcionbHelix- Entre Rios QbRC
loop-helix
SNP-5.25752878 - . p
SNP-5.25755857 G0:0044249 LOC_0s05g44390 peptidil-tRNA hidrolasa Entre Rios Dlo/RC
SNP-5.25752878 Dominio GATA dedo de ,
SNP-5.25755857 G0:0044249 LOC_0s05g44400 sinc Entre Rios Dlo/RC
SNP-3.11913691 ) Trasnportado de fosfo- .
SNP-3.11909250 G0:0044249 LOC_0s03g20970 fielos el am A e 4 Entre Rios Dlo/RC
SNP-3.11832167 Factor de trascripcidn
SNP-3.11840203 G0:0044249 LOC_0s03g20900 Mvb P Entre Rios Dlo/RC
SNP-3.11839954 y
SNP-1.672866 GO: 0000166 LOC_0s01g02250 RGA-1 Entre Rios Dlo/RC
SNP-1.2950882 GO: 0000166 LOC_0s01g06240 Proteina quinasa Entre Rios Dlo/RC
Proteinas de la familia
SNP-1.3777578 GO: 0000166 LOC_0s01g07870 de transportadores tipo  Entre Rios Dlo/RC
ABC
RNA helicasa DEAD-box , N
SNP-1.20577084 GO: 0000166 LOC_0s01g36920 dependiente de ATP Entre Rios 1-QbRC
Proteina de unidn al do sm
SNP-1.32181171 GO: 0000166 LOC_0s01g55880 minio hemimetilado del  Entre Rios N
DNA
REo/RC
SNP-2.18755532 GO: 0000166 LOC_0s02g31290 AML1 Entre Rios Sm
N
Precursor de proteina
SNP-3.6370379 GO: 0000166 LOC_0s03g12150 quinasa de receptor Entre Rios N

Serina/treonina

116



Términos GO

Anotacion funcional

SNP-3.33035702
SNP-3.33935702

SNP-5.13606968

SNP-5.25752878
SNP-5.25755857

SNP-5.25860213
SNP-5.25870238

SNP-5.26037406
SNP-5.26067844
SNP-5.26037406
SNP-5.26067844

SNP-5.26067844

SNP-5.26067844

SNP-6.17586886

SNP-8.17383104

SNP-11.9898109

SNP-9.8690732

SNP-12.1522824

SNP-12.18066755

SNP-12.18757106
SNP-12.19687181
SNP-12.19687181

SNP-12.19687181

GO

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO:

GO

: 0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

0000166

: 0000166

LOC_0s03g59600

LOC_0s03g59620

LOC_0s05g23800

LOC_0s05g44340

LOC_0s05g44560

LOC_0s05g44922

LOC_0s05g44930

LOC_0s05g44940

LOC_0s05g44970

LOC_0s06g30430
LOC_0s08g28470

LOC_0s09g02400

LOC_0s09g14660

LOC_0s12g03750

LOC_0s12g30150

LOC_0s12g31200
LOC_0s12g32680

LOC_0s12g32670

RhoGTPasal
Mitocondrial

Fosfolipasa de la familia
patatin

Motivo de
reconocimiento de RNA
Proteina de choque
térmico (heat shock
protein 101)

Proteina que contiene el
dominio motor de
Kinesina

6-fosfofructoquinasa

Receptor del tipo
proteina quinasa
Proteina que contiene
dominio de proteina
quinasa

Precursor de receptor
de senescencia del tipo
proteina quinasa de
Serina/Treonina
Proteina de resistencia a
enfermedades RPM1
Proteina de resistencia a
enfermedades RPM
Regién RNP de unién a
RNA

Lectinas de leguminosas
gue contienen proteinas
del dominio beta
Familia de proteinas
Rica en Leucina
CAMK_CAMK_del tipo
47 -

CAMK incluye proteinas
quinasas dependientes
de calcio/calmodulina

Dominio que contiene
NB-ARC

Proteina de resistencia
CC-NBS-LRR

Ambiente Fenotipo
Entre Rios | Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
, Sm
Entre Rios N
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios N
Entre Rios N
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios Pltotal
Entre Rios Dlo/RC
Entre Rios QbRC
Entre Rios QbRC
Entre Rios N

Tabla 4.5: Resumen de los genes candidatos identificados mediante el analisis de GWAS vinculados a los términos GO
mas representativos.
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5.4.4 El analisis fenotipico revel6 efectos ambientales y relaciones entre los rasgos de

panoja y parametros del FSII.

Al final del periodo de cultivo de cada accesion del panel en ambos ambientes (Ch
y ER), se cosecharon las plantas manualmente y se estimaron 6 rasgos de panoja
vinculados a los componentes de rendimiento; Niumero de Panojas por Planta (NP),
Peso de Mil Granos (PMG), Porcentaje de Fertilidad calculado (%F), Porcentaje de
Infertilidad calculado (%In), Numero de Espiguillas por Panoja (NEP) y Peso de Panoja
(PP).

Los rasgos de panoja mostraron diferente distribucidn dependiendo del ambiente
en cual fueron cultivadas las accesiones del panel RDP-1. Las plantas cultivadas en las
condiciones ambientales de ER mostraron mayor NP, NEP, %In y PP, comparadas con
las plantas cultivadas en las condiciones ambientales de Ch; siendo estas diferencias de
15,1%, 45,6%, 26,1% y 27,4% respectivamente (Figura 5.5). Mientras que, los rasgos
PMG y %F fueron un 10,3% y 19,80% menores para en ambiente ER comparado con el
ambiente Ch (Figura 5.5).

A su vez, se calcularon correlaciones entre los fenotipos de fluorescencia vinculos a
los genes candidatos identificados (Tabla 4.5), y los rasgos de panoja en ambas
condiciones ambientales (Ch y ER). En este sentido, para el ambiente Ch, el rasgo NP
presentd una correlacidn negativa con el fenotipo Plabs y una correlacién positiva con el
fenotipo &(Ro). A su vez, se observod una correlacién negativa entre el fenotipo 6(Ro) y
el rasgo NEP (Figura 6.5).

Por otra parte, el analisis de correlaciones para el ambiente ER reflejo que en
general, las correlaciones entre fenotipos de fluorescencia y rasgos de panoja fueron
muy significativas entre si. En linea con esto, la media del coeficiente r de Pearson
entre pares de fenotipos de fluorescencia y rasgos de panoja, que resultaron
estadisticamente significativos fue de r = 0,14. Por este motivo, para el ambiente ER, se
analizaron las correlaciones que presentaron unr > 0,14 (Figura 7.5).

En el diagrama de correlaciones (Figura 7.5), se pudo apreciar que el rasgo %lIn
correlacioné positivamente con los fenotipos N y DIo/RC (Figura 7.5). Ademas, el rasgo
NEP correlaciondé de forma positiva con el fenotipo REo/RC, que a su vez, correlaciond

de forma negativa con el fenotipo Plita. Por su parte, el rasgo PP presentd 4
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correlaciones significativas con fenotipos de fluorescencia, siendo el rasgo que

presentd mayor cantidad de correlaciones. De las 4 correlaciones, 3 fueron de forma

negativa con los fenotipos N, DIo/RC y Plital, mientras que la restante correlaciéon fue

de manera positiva con el fenotipo REo/RC (Figura 7.5).
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Figura 5.5: Diagrama de cajas de los rasgos de panojas analizados. Cajas grises
representan a plantas cultivadas en el ambiente Ch. Cajas blancas representan a
plantas cultivadas en el ambiente ER. La linea dentro de la caja representa el valor
medio de cada fenotipo, la parte superior e inferior de la cada representa el 1¢"y 3¢"
cuartil. Los circulos abiertos representan datos atipicos dentro del conjunto de datos.
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Al mismo tiempo, los rasgos PMG y %F correlacionaron significativamente con los
mimos fenotipos de fluorescencia, N y Dlo/RC; siendo en ambos casos correlaciones
negativas (Figura 7.5). Finalmente, el rasgo NP solamente correlaciond
significativamente y de forma negativa con el fenotipo de fluorescencia Pliotal (Figura
7.5).

En base a estos resultados, se realizaron nuevos analisis de mapeo por asociacion
(GWAS) utilizando como vectores a los rasgos de panoja analizados. Nos propusimos
como objetivo, analizar si estos rasgos de panoja compartian los mismos SNP, QTL o
genes candidato. Sin embargo, estos andlisis no arrojaron resultados satisfactorios, en

base al objetivo trazado.

%%

delta(Ro})

NP

%In

Plabs

NEP

PwW

-1 -0.3 06 -0.4 -02 o 02 0.4 0.6 oe 1

Figura 6.5: Diagrama de correlaciones entre rasgos de cosecha y fenotipos
de fluorescencia para el ambiente Ch. Los asteriscos indican correlacion
significativa segun el método de correlacién de a pares de Pearson (*p<0.05).
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Figura 7.5: Diagrama de correlaciones entre rasgos de cosecha y fenotipos de
fluorescencia para el ambiente ER. Los asteriscos indican correlacion
significativa segun el método de correlacion de a pares de Pearson (*p<0.05).
En el diagrama de correlaciones solo se muestra el nivel de significancia (*)
para aquellas correlaciones entre fenotipos de fluorescencia y rasgos de

panoja con r de Pearson > 0,14.
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5.5 Discusion

5.5.1 Efectos del ambiente sobre la estructura de la poblacién

Las herramientas para la identificacién precisa de alelos vinculados a caracteres
fenotipicos particulares en plantas, han evolucionado notablemente en los ultimos
afos. En el presente trabajo de tesis se utilizd la estrategia de mapeo por asociacion
del genoma completo o GWAS para identificar marcadores moleculares asociados a la
funcionalidad del FSIl y su posible vinculo con el rendimiento de grano.

El desarrollo de paneles genotipados de germoplasma de élite, de diferentes
especies vegetales de interés agrondémicos como cafia de azucar, soja, sorgo y cebada;
han sido utilizados en numerosos estudios de mapeos por asociacién con el objetivo de
vincular regiones del genoma con caracteres fenotipicos cuantitativos (Gutiérrez y col.
2011; von Zitzewitz y col. 2011; Racedo y col. 2016; Herritt y col. 2016; Ortiz y
col.2017). Particularmente en arroz, el RDP-1 se utilizd para encontrar regiones
gendmicas vinculadas a rasgos de panoja e identificar genes de resistencia a estreses
ambientales como el frio ( Zhao y col. 2011; Begum y col. 2015; Crowell y col. 2016;
Shakiba y col. 2017).

Mapear regiones genéticas que controlan rasgos cuantitativos de la funcionalidad
del FSIl es una tarea dificultosa, debido a que los procesos fotosintéticos poseen una
arquitectura compleja y poligénica. Ademas, la actividad del FSIl estd ampliamente
influenciada por la radiacion ambiental que absorbe el cloroplasto (Foyer y col. 2012).
Nuestros resultados mostraron un claro efecto del ambiente sobre la estructura
genética poblacional, evidenciado por la segregacién en dos grupos de individuos
diferentes representados por plantas cultivados en el ambiente Ch y plantas cultivadas
en el ambiente ER (Figura 1.5). En este sentido, la introduccién del ACP un vector
fenotipico en el modelado de los diferentes GWAS ensayados, maximiza la deteccién
de asociaciones verdaderas (Crowell y col. 2016; Racedo y col. 2016). A su vez, cuando
se incluye el ACP como componente aleatorio en el analisis de GWAS, los primeros ACP
gue representan la mayor variacion (Figura 1.5), capturan las asociaciones mas
representadas, mientras que las relaciones mas sutiles se capturan con los restantes
PCA significativos (Racedo y col. 2016). Por lo tanto, la introduccion de los ACP en el

modelo del GWAS nos permite encontrar asociaciones de mayor calidad, minimizando
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los efectos aleatorios del modelo experimental de plantas creciendo en condiciones

ambientales no controladas.

5.5.2 Efectos ambientales, del genotipo e interaccidon genotipo/ambiente sobre los

fenotipos de fluorescencia de la clorofila a.

En plantas, la fluorescencia de la clorofila ha sido estudiada de manera exhaustiva
para examinar extensivamente la influencia de diversos tipos de estreses abidticos
sobre las reacciones dependiente de la luz, tales como: frio, déficit nutricional, sequia 'y
salinidad (Fracheboud y col. 1999; Huang y col. 2004; Silvestre y col. 2014; Rachoski y
col. 2015) Sin embargo, a pesar de la versatilidad del uso de la fluorescencia de la
clorofila como método de fenotipado rdpido, y de gran capacidad para evaluar
numerosas accesiones de plantas a un mismo tiempo, existen pocos reportes que
estudien el mapeo de regiones, o la variacion genética de los fenotipos de
fluorescencia en condiciones ambientales. No obstante, QTLs para fenotipos
fotosintéticos asociados a las reacciones luminicas han sido exitosamente mapeados
en algunas especies de importancia agronémica como trigo, maiz, soja y sorgo (Simi¢y
col. 2014; Herritt y col. 2016; Ortiz y col. 2017), siendo este el primer reporte al dia de
la fecha en arroz en condiciones de cultivo ambientales.

Los procesos reactivos del FSIl son sensibles a la luz, y a su vez, la luz que impacta
sobre el FSII depende fuertemente de las condiciones ambientales. El estudio de la
incidencia de las variaciones naturales sobre dichos procesos, es un enfoque
importante para identificar nuevas opciones que conduzcan a mejorar la eficiencia del
uso de la luz del cultivo. Dado que la variacidn fenotipica de la funcionalidad del AF del
RDP-1 fue medida en condiciones normales no estresantes en dos locaciones
ambientales, se pudo evaluar el impacto ambiental en la arquitectura genética del AF.
Nuestros resultados indican que la mayoria de los fenotipos de fluorescencia
evaluados, estan altamente influenciados por el genotipo, las condiciones ambientales
y la interaccién genotipo-ambiente (Tabla 1.5 y Figura 2.5). Resultados similares fueron
encontrados en estudios en soja, donde se analizaron fenotipos de fluorescencia de
clorofila en diversos ambientes (Herritt y col. 2016). Por otra parte, se ha demostrado

en arroz, que el andlisis de otros pardmetros fotosintéticos como la conductancia
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estomatica (Gs), la tasa de fotosintesis neta (Asat) y el rendimiento fotoquimico o
FW/Fm también fueron afectados significativamente por factores ambientales,
genotipicos y su interaccidon entre ambos (Qu y col. 2017).

En otras palabras, los resultados obtenidos mostraron que la variacién natural
significativa en cada fenotipo de fluorescencia de clorofila observada entre los diversos
genotipos de arroz, indican que la seleccion de estos rasgos fotosintéticos como

criterio de mejora podria ser posible.

5.5.3 Identificacion de marcadores SNPs y QTLs asociados a los fenotipos de

fluorescencia.

En el presente estudio, combinamos el fenotipado de plantas mediante la
determinacién de 29 RF junto al genotipado de alta densidad (HDRA), con la finalidad
de realizar un analisis GWAS. Para ello, se utilizd una coleccién de accesiones de arroz
fenotipica y genéticamente diversas. A las cuales se les corrigid la estructura y el
parentesco de la poblacion, para dilucidar el control genético de la actividad de FSIl en
dos ambientes.

Se observé un mayor niumero de asociaciones significativas en plantas del RDP-1
cultivadas en la locacién ER en comparacién con la locacidn Ch (Tabla 2.5, Figuras 3.5y
4.5). A su vez, para el ambiente ER se obtuvo un mayor nimero de fenotipos de
florescencia significativos comparado con el ambiente Ch, resultados que nuevamente
estarian evidenciando un efecto ambiental directo sobre la actividad del FSII.

En este sentido, de los fenotipos con SNP significativos encontrados en ambos
ambientes Fo/Fm, Fv/Fm, DIo/RC, Plabs ¥ 8(R0), se observé que los valores promedios
obtenidos para el ambiente ER fueron mayores comparados con el ambiente Ch
(Figuras 2.5A y 2.5B). En linea con esto, el fenotipo Fo/Fm es la base de todas las
expresiones derivadas del test OJIP. Por lo tanto, este fenotipo, permite Ia
cuantificacion fenomenolégica del comportamiento de la fluorescencia de una
muestra, y a la vez, permite comparar y clasificar diferentes tipos muestras (R. Strasser
y col. 2000). A su vez, F/Fm es un parametro histdricamente usado para cuantificar el
estado fisiologico de las plantas (Baldassarre y col. 2011). Por su parte el fenotipo Plabs

indica la vitalidad general del FSIl, desde la absorcidon de un fotdn por FSII hasta la
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reduccion de la Qp (Stirbet y Govindjee 2011b). Finalmente, los fenotipos Dlo/RC y
6(Ro) explican la disipacién de energia por centro de reaccidn activo y la eficiencia del
transporte de electrones hasta el ultimo aceptor del FSI respectivamente (Stirbet y col.
2018). Desde esta perspectiva, los resultados obtenidos estarian indicando una mayor
expresion fenotipica relativa que se podria traducir en una mejor actividad
fotosintética en el ambiente ER.

Estudios de GWAS usando fluorescencia de la clorofila en condiciones de estrés y
de crecimiento éptimas, han sido reportados en soja, maiz y sorgo (Hao y col. 2012;
Strigens y col. 2013; Fiedler y col. 2016). En todos estos casos, los rasgos fenotipos
fotosintéticos se asociaron con multiples regiones dentro del genoma. En linea con
esto, nuestros resultados arrojaron QTLs en todos los cromosomas, e incluso un mismo
fenotipo se asocid6 en mas de una regidon dentro de un mismo cromosoma,
concordando con dichos reportes previos (Figuras 3.5A, 4.5A y 4.5B). Particularmente,
para el ambiente Ch, se identificd un Unico QTL en el cromosoma 9 para el fenotipo
Plabs. Este fenotipo posee una Unica asociacién en dicho cromosoma, y a su vez, esta
fue la Unica asociacién encontrada en este cromosoma (Figura 3.5B). Este hecho hace
del fenotipo Plaps un interesante blanco de estudio en proyectos de mejora vegetal, ya
gue este tipo de asociaciones son una excepcidon a los resultados encontrados
convencionalmente en estudios de GWAS para fenotipos de fluorescencia de Ia
clorofila.

Ademads de la diferencia en el niumero de SNPs, y de la variacion fenotipica
observada entre los ambientes, también se identificaron una mayor cantidad de QTLs
para el ambiente ER. En linea con lo mencionado, estudios de GWAS en Arabidopsis
thaliana YELLOW SEEDLIN G1 (YS1), revelaron diversidad en la aclimatacion
fotosintética en condiciones de alta radiacién, en donde se encontré una mayor
cantidad de QTLs que en condiciones de baja radiacién (Van Rooijen y col. 2017).

El andlisis de los QTL para el ambiente Ch arrojé un unico QTL multifenotipo en el
cromosoma 5 (Figura 3.5A), a diferencia del ambiente ER en donde se pudo identificar
4 QTL multifenotipos (Figura 4.5A). En ambos ambientes, los fenotipos Fo/Fm, Fv/Fm Yy
Dlo/RC compartieron el mismo QTL en el cromosoma 5 para plantas en Ch y el

cromosoma 6 en plantas de ER. Resultados idénticos se obtuvieron en estudios
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realizados en soja (Herritt y col. 2016), donde los fenotipos de la relacién entre
fluorescencia maxima y minima (Fo/Fm), rendimiento cuantico maximo del FSIl (Fv/Fm),
y disipacién de energia por centro de reaccién activo (Dlo/RC), compartirian la misma
region dentro del cromosoma.

Entonces, nuestros resultados sugieren que existe un agrupamiento de fenotipos
que funcionan de manera coordinada. A su vez, estos agrupamientos dependen
fuertemente de la condicién donde las plantas fueron cultivadas, indicando que los
factores ambientales podrian inducir cambios a nivel de los cromosomas donde se
vinculan este grupo de fenotipos. Esta combinacidn de eventos, traeria como
consecuencia cambios sustanciales en la actividad fotosintética y en los procesos

asociados con la fotosintesis.

5.5.4 El fotosistema regula procesos bioldgicos, moleculares y rasgos de panoja.

Las regiones del genoma encontradas por los marcadores moleculares para los
fenotipos de fluorescencia, contuvieron grupos de genes que son importantes para el
funcionamiento metabdlico y molecular del arroz. Adicionalmente, estas regiones
abarcaron genes individuales que tienen un impacto significativo en las funciones del
llenado de grano. Por lo tanto, los valores de algunos fenotipos de fluorescencia de
clorofila podrian influir directamente en el rendimiento de grano del arroz. El examen
de las anotaciones genéticas vinculado al andlisis de enriquecimiento de términos GO
identificadas en este estudio, reveld 38 genes candidatos (Tabla 4.5). A su vez, de los
genes candidatos identificados, aquellos con notaciones de actividad catalitica
formaron el grupo mayoritario (Tablas 3.5 y 4.5).

Cuando se analizé cdmo los fenotipos de fluorescencia se relacionaban con los
genes identificados, se observd que los fenotipos Sm y N en general se asociaron a los
mismos genes candidatos (Tabla 4.5). El fenotipo N indica el numero de eventos de
reduccion y oxidacion de Qa entre el tiempo cero y Fm (R. Strasser y col. 2000). A su
vez, el fenotipo Sm indica la energia necesaria para el transporte de electrones, y de
este modo, cerrar todos los centros de reaccién (Oukarroum y Strasser 2004). Esto es
equivalente a decir, que el Sm indica la funcionalidad del complejos de quinonas

(Qa/Qp). Ambos fenotipos estan altamente relacionados al funcionamiento del
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conjunto de quinonas. Por lo tanto, esto puede explicar que estos dos fenotipos estén
ligados a los mismos genes. En este sentido, de los 5 factores de transcripcion (FT)
identificados, dos de ellos colocalizaron con ambos fenotipos N y Sm
(LOC_0s10g39030, LOC_0s05g23780). La notacion funcional asignada para el primer
FT correspondid al dominio homeobox (HD) mientras que el segundo FT codifica para
la familia de genes OsMADS70-MADS-box con M-alpha type-box (MADS-BOX). En
estudios de GWAS donde se analizaron rasgos de panoja en poblaciones de RDP-1, se
identificaron genes candidatos conteniendo los dominios HD y MADS-BOX. En estos
estudios, el tiempo de floracién se vinculé con el dominio HD, y el rasgo altura de
planta se encontré ligado a ambos dominio HD y MADS-BOX (Begum y col. 2015).

El dominio HD es un segmento muy conservado que se encuentra presente en
muchos FT. Al mismo tiempo, trabajos realizados con plantas de arroz mutantes para
el dominio HD en diferentes FT que controlan rasgos de panoja. Demostraron que el
dominio HD es esencial para la regulacion del macollaje, la esterilidad y el tiempo de
floracion en arroz (Mjomba y col. 2016; Wei y col. 2016). Por otra parte, en arroz los FT
MADS-BOX ademds de estar involucrados en la especificacién de los drganos florales,
también se han implicado en varios aspectos del crecimiento y desarrollo de las
plantas (Arora y col. 2007). En este sentido, Lee y col. (2004) demostraron que
mutantes de la familia de MADS-BOX de arroz, presentaban plantas con fenotipos de
retardo en la floraciéon. Mientras que en plantas de arroz que sobre-expresaban genes
de la familia MADS-BOX, se observaba floracién extremadamente temprana.

De los restantes tres FT sefialados anteriormente, uno fue asociado al fenotipo
QuRC (BHelix-loop-helix), mientras que los dos FT restantes identificados, fueron
asociados a Dlo/RC y asignados a proteinas con Dominio GATA dedo de zinc y Myb. En
general, estos FT son asociados con respuestas desencadenas por diferentes tipos de
estrés abiodticos (Su y col. 2010; J.Kim y col. 2010; T. Chen y col. 2014; Gupta y col.
2017). En este sentido, los procesos de disipaciéon de energia han sido descriptos como
un mecanismo fundamental en la fotoproteccion de las plantas, en respuesta al
excedente de luz que incide sobre el complejo antena del cloroplasto (Miller y col.

2001).
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Por otra parte, el fenotipo Dlo/RC también se vinculd al FT HD colocalizando con los
fenotipos N y Sm. Asimismo, el fenotipo DIo/RC presentd una gran cantidad de genes
identificados, principalmente en plantas que fueron cultivadas en el ambiente ER,
donde en general, los genes identificados se asociaron Unicamente al fenotipo Dlo/RC.

Entre los genes candidatos identificados asociados con el fenotipo DIo/RC, se
pueden destacar los genes con notacién LOC_0s05g44922 y LOC_0s05g44560. Para el
primero de estos dos genes, la notacidn funcional asignada correspondié a 6-
fosfofructoquinasa (PFK), enzima intermediaria de la via de glucolisis conducido por el
ciclo de Calvin. En este sentido, se ha descripto que PFK es un intermediario clave en la
sintesis de almiddn principal componente del grano de arroz (Chang y col. 2017). Para
el segundo gen candidato, la notacién funcional correspondié a genes de la familia de
las kinesinas. En arroz, las kinesinas estdn vinculadas a procesos de divisiéon celular,
dichos genes, se expresan tanto en granos de polen como en tejidos somaticos (Sasaki
y Ashikari 1998). A su vez, estudios realizados en arroz indicaron que genes de la
familia de las kinesinas regulan la altura de planta y la longitud de la semilla (Mu Zhang
y col. 2010; Kitagawa y col. 2010).

Por otra parte §(Ro), uno de los dos fenotipos mds representativos obtenidos para
el ambiente Ch, se asocié a un gen que contenia el dominio motor de las kinesinas,
resultado similar al encontrado para el fenotipo Dlo/RC. Finalmente, el fenotipo Plabs
fue vinculado al gen LOC_0s09g26620 que codifica para una proteina reprimible por
auxinas. En este sentido, estudios en arroz han descripto que genes de esta familia
regulan el macollaje (N. Zhang y col. 2018). En linea con lo anteriormente mencionado,
se ha reportado que un gran numero de macollos limita la removilizacién de recursos
generados por la fotosintesis hacia el destino final, el grano, limitando el potencial de
rendimiento y aumentando la biomasa (Khush 1995) .

En resumen, parte de nuestros resultados asociaron la arquitectura genética de los
fenémenos cloroplasticos con procesos relacionados con el llenado de grano, y estos,
pueden ser caracterizados mediante el uso de fenotipos de fluorescencia de la

clorofila.
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5.5.5 El fenotipado fotosintético como herramienta de seleccion genética de

germoplasma de arroz.

El andlisis de los rasgos de panoja mostré una mayor acumulacion de caracteres
positivos como NP, NEP y PP en las plantas cultivadas en ER, comparadas con las
plantas cultivadas en Ch (Figura 5.5). Sin embargo, a pesar de que las plantas
cultivadas en ER mostraron un mayor nimero de destinos en sus rasgos de panoja
estas presentaron un mayor %lIn (Figura 5.5). La causa del mayor %In, podria radicar en
gue para el ambiente ER la variabilidad de genotipos que lograron llegar a estadio
reproductivo fue mds diversa dentro de las sub-poblaciones del RDP-1.

La vinculacién entre los fenotipos de fluorescencia con genes asociados a
caracteres de grano, sumado a las correlaciones encontradas entre los rasgos de
panoja y los fenotipos de fluorescencia (Figuras 6.5 y 7.5), sugirid que estos dos
fenédmenos complejos puedan ser relacionados con cierto grado de exactitud. Al
mismo tiempo, esto indicaria una estrecha relacion entre el desempeno del FSII
influenciado por el ambiente, y los rasgos de rendimiento de grano.

Del diagrama de correlaciones para Ch se observd que el fenotipo Plaps
correlaciond negativamente con el rasgo NP, o lo que es equivalente a decir, que
cuando aumenta Plaps hay un menor nimero de panojas por planta. Este resultado
coincide con el menor valor de NP encontrado en plantas de Ch en comparacion con
plantas cultivadas en ER (Figura 5.5), y con la funcién descripta para el gen identificado
ligado a este fenotipo. En linea con esto, se ha reportado que una mayor tendencia de
las plantas a incrementar su macollaje, induce la utilizacion de recursos fotosintéticos
para generar biomasa, a expensas de limitar recursos destinados al panojamiento
(Khush 1995). Con respecto al fenotipo 6(Ro), este correlaciono negativamente con
NEP y positivamente con NP. Nuevamente, estos resultados son consistentes con el
gen identificado para este fenotipo, las kinesinas, cuya principal funcién es la
proliferacién celular ya que a mayor valor de §(Ro) se tiene un mayor NP, aunque un
menor NEP.

Para el ambiente ER, de los fenotipos a los cuales se les pudo asociar genes. El

fenotipo N correlacioné negativamente con los caracteres de panoja, PP, PMG y %F,
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positivamente con el rasgo %In, a su vez REo/RC correlaciond positivamente con NEP y
PP (Figura 7.5). Esto sugirié que un menor niumero de ciclos de reduccién y oxidacién
de Q. y un mayor transporte de electrones favorece al rendimiento de panoja.
Finalmente, el fenotipo DIl,/RC mostré las mismas correlaciones que presentd el
fenotipo N. Asimismo, estos fenotipos se vincularon a genes descriptos como
esenciales para el rendimiento de grano. En particular, la disipacidon de energia ha sido
descripta como un mecanismo de fotoproteccién para lograr optimizar la eficiencia
fotosintética a nivel de canopeo, logrando de este modo un aumento de biomasa y
rendimiento en arroz (Murchie y col. 2015).

La radiacidn solar es esencial para la fotosintesis y la productividad global de los
cultivos. Sin embargo, la radiacién solar es variable dependiendo de las condiciones
ambientales, y con frecuencia limita o excede los requerimientos de las plantas. En
este sentido, nuestros resultados dan evidencia de que la actividad de FSII tendria un

impacto en la produccion de biomasa y en la produccién final de grano en la panoja.
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5.6 Conclusiones.

La aplicacion de la prueba OJIP en los diversos genotipos de arroz del RDP-1,
cultivados en dos ambientes diferentes, demostraron una gran variabilidad en
fenotipos de fluorescencia de clorofila. El analisis de GWAS de todo el genoma basado
en estos genotipos, y en los fenotipos de fluorescencia de clorofila condujo a la
identificacion de SNP Unicos. En base a estos SNP, se identificaron QTL para los
ambiente Ch y ER; siendo este ultimo ambiente en el que mayor cantidad de QTL se
pudo identificar. A pesar de que las condiciones de crecimiento en ambos ambientes
no fueron extremadamente diferentes, se registraron mas fenotipos con asociaciones
significativas para el ambiente ER. Asimismo, ciertas caracterizaciones fenotipicas
presentaron valores diferenciales de manera dependiente del ambiente en el cual se
cultivaron las plantas.

Una busqueda en las regiones gendmicas enriquecidas por términos funcionales
GO, resulté en genes con anotaciones vinculadas a procesos de llenado de grano. Estos
genes identificados, se asociaron principalmente a fenotipos que explican la
funcionalidad de Q./Qu, el transporte de electrones por RC, la eficiencia del transporte
de electrones desde el FSIl hacia el ultimo aceptor del FSI (REo/RC y 6(Ro)), y la
disipacién de energia por RC (Dlo/RC).

Los QTLs identificados en el presente trabajo, podrian ser Utiles para desarrollar
una mejor comprensién de la base genética de las reacciones fotosintéticas
dependientes de la luz en su conjunto, asi como de los componentes estructurales y
funcionales de la cadena de transporte de electrones y fenédmenos de disipacion de
energia en arroz.

Dado que muchos de los rasgos de fluorescencia de clorofila respondieron a los
cambios en las condiciones ambientales, y se asociaron a regiones gendmicas que
codifican para genes de respuesta a estrés. La caracterizacidon cuidadosa de los loci
identificados aqui, también puede conducir a caminos para mejorar la tolerancia al
estrés en arroz.

En resumen, nuestros resultados muestran un panorama integral entre la
capacidad de los fenotipos fotoquimicos, y la estructura genética que domina a estos
procesos. Al mismo tiempo, parte de estos genes identificados dominan procesos
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vinculados al rendimiento de grano, lo que estaria indicando una vinculacién entre
ambos procesos. Los resultados de los analisis de GWAS mostraron una relacién
aproximada entre la eficiencia fotoquimica y su implicancia en el rendimiento de grano
en arroz, ya que la arquitectura genética del FSIl se vinculdé a genes con

funcionalidades asociadas al proceso de llenado de grano.
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5.7 Diagrama Resumen-Capitulo 3

(o] I\/e]7\:uu(eVIW:\: 8 Estudiar la asociacién entre el fenotipo de parametros fisiologicos asociados al desempefio
del FS Il y el estado funcional del aparato fotosintético, con marcadores polimérficos del genoma de arroz que
permitan identificar genes especificos vinculados a los caracteres fenotipicos de interés.

ACP/ANOVA

GWAS

GENES CANDIDATOS

Se observo una
estructuracion genética
influenciada por el ambiente.

En la mayoria de los fenotipos
se observo interaccién
significativa GxA.

RESULTADOS

El nUmero de SNPs
Identificadosfue
influenciado por el
ambiente.

Se identificaron QTLs
enlos 12
cromosomas de
arroz.

Se identificaron genes
candidatos vinculados a
procesos que influyen en el
llenado de grano
(Principalmente FT).

Los fenotipos vinculados a
los genes identificados
correlacionaron con
caracteres de rendimiento
de grano

La arquitectura genética del FSIl depende de la presion ambiental, por lo que se podria identificar
genotipos ambiente especificos mediante el uso de marcadores moleculares. A su vez, en base a los genes
identificados y su vinculacién con los procesos de llenado de grano, podemos inferir que la mejora en el rendimiento
de grano de arroz seria sustentable desde el punto de vista de la funcionalidad y estructura del FSII.
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6- Conclusiones generales.

En el presente trabajo de tesis, se describid la respuesta fotosintética de Oryza
sativa L. en diferentes estadios fenoldgicos y en variadas condiciones de crecimiento.
De esta manera, se profundizd sobre la contribucion del FSIl en la respuesta fisiolégica
de la planta.

En primer lugar, se analizé el comportamiento frente a las TS de dos variedades de
arroz. Segun un analisis de crecimiento de plantulas bajo condicién de estrés, se
considerd a la variedad IR50 como sensible a las bajas temperaturas en comparacién
con la variedad Koshihikari. Se determinaron parametros fisiolégicos vinculados al AF
mediante fluorescencia de la clorofila a (prueba OJIP) e intercambios de gases
derivados de la fotosintesis en ambas variedades. El dafio a los FS inducido por la
condicion de TS influencidé diferencialmente en ambas variedades, siendo la variedad
IR50 mas afectada que la variedad Koshihikari desde el inicio del tratamiento de frio.

Por otro lado, mediante un analisis mas detallado de los datos extraidos de la
prueba OJIP se observd que la condicion de TS afecto estructuras funcionales y centros
de reaccién vinculado al transporte de electrones del FSIl tales como Qa, Qb y OEC,
siendo estos dafios mayores en la variedad IR50 en comparaciéon con la variedad
Koshihikari. Principalmente en la variedad IR50, se observé que en plantas expuestas a
TS el transporte de electrones fue afectado desde el inicio del tratamiento a diferencia
de lo observado en la Koshihikari, que solo mostré los efectos adversos de las bajas
temperaturas sobre el transporte de electrones al final del tratamiento a TS. Se
observd que esta diferencia en el transporte de electrones entre ambas variedades,
causada por la condicién de estrés fue debido a una respuesta diferencial en el OEC
entre las variedades estudiadas, inducida por el tratamiento de TS. Los datos
obtenidos del analisis molecular y bioquimico mostraron que la expresidon de genes de
proteinas del OEC se redujo fuertemente desde el inicio del tratamiento de frio en la
variedad IR50, mientras que en la variedad Koshihikari solo uno de los genes vio
afectada su expresién como consecuencia de la condicion de estrés. Al mismo tiempo
los niveles de proteinas PsbP y PsbR también se redujeron fuertemente después de 1D
de exposicion a las bajas temperaturas principalmente en la variedad IR50, hecho que

es consistente con el dafio observado desde el inicio del tratamiento a TS en esta
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variedad. Por otra parte, experimentos realizados con un dador artificial de electrones
(DPC) mostré reversiones en el efecto causado en el OEC como consecuencia del estrés
por frio. La respuesta observada indicaria que la condicién de estrés por frio primero
dafia la estructura del OEC (lado donor de electrones) y posteriormente dafia el Pego
(lado aceptor de electrones).

Debido a las diferencias intrinsecas observadas en el comportamiento del FSII, se
generaron lineas de arroz mejoradas. Para ello, se seleccionaron plantulas de arroz
utilizando un doble criterio fenotipico: una mayor capacidad de crecimiento bajo
condiciones de TS, y una mejor respuesta a nivel del FSIl. Ademas de las caracteristicas
antes mencionadas, también se evalué en estadio reproductivo la capacidad
fotosintética de la HB y los componentes de rendimientos en plantas segregantes.
Estos dos criterios fenotipicos, también fueron utilizados para seleccionar individuos
que sirvieron de base para generar la siguiente generacién hasta llegar a la generacién
de plantas F6.

Los datos obtenidos mostraron una relacion directa entre la capacidad de
crecimiento a TS y la funcionalidad del FSIl en condiciones de estrés por frio
permitiendo caracterizar accesiones sensibles y tolerantes al frio. Al mismo tiempo se
evaludé la respuesta metabdlica en plantulas de arroz. En este sentido, nuestros
resultados no fueron concluyentes para determinar comportamientos diferenciales
vinculados a la tolerancia a frio desde el punto de vista metabdlico.

Con el objetivo de caracterizar el fenotipo de senescencia, se realizaron
determinaciones bioquimicas en la HB en diferentes accesiones durante el estadio de
llenado de grano. Nuestros resultados indicaron un comportamiento biogquimico
similar entre la linea mejorada 59-8-8-5 y su parentales Rossi. Sin embargo, la variedad
comercial Yerua mostro un comportamiento diferente a nivel bioquimico comparado
con las otras tres accesiones. Estas diferencias a nivel metabdlico podrian explicar en
parte la diferencia encontrada en los componentes de rendimientos entre las
accesiones evaluadas. Al mismo tiempo, presentamos por primera vez, un indice
integral de respuesta fotosintética (IRF) para caracterizar fenotipos de stay green en
arroz. Este indice indicé que la linea mejorada 59-8-8-5 mantuvo una mejor actividad

fotosintética durante los dias ensayados, mostrando una relacién con los mejores
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caracteres de panoja presentados por esta accesion. Estos resultados fueron apoyados
a partir de la exploraciéon del comportamiento del FSIl en la HB de una poblaciéon
segregante F2 construida sobre la misma base genética que nuestra linea mejorada 59-
8-8-5. Se observé que el mantenimiento de la actividad del FSIl estd asociado
estadisticamente a los componentes de rendimientos, sugiriendo ademas que
mantener la actividad del FSIl mas alld de 21 DDP es critico en la interaccién fuente-
destino.

Por ultimo, se estudio la arquitectura genética del FSII mediante un analisis de
GWAS. Nuestros resultados pusieron en evidencia el impacto génico diferencial que
impone las condiciones ambientales sobre las plantas de arroz, ya que de los 110 de
SPNs encontrados, la mayor parte fueron identificados para el ambiente de ER.
Asimismo, una mayor expresion de fenotipos de fluorescencia fue identificada en el
ambiente ER principalmente en los fenotipos asociados a la disipacién de energia y
transporte de electrones. En este sentido, la actividad fotosintética pareciera tener un
gran impacto en la produccion de biomasa en los cultivos. Esto puede ser
especialmente sensible en arroz, ya que generalmente esta expuesto a altos niveles de
luz por ser un cultivo principalmente de origen tropical.

Por otra parte, los genes encontrados se vincularon con los procesos de
diferenciaciéon celular que afectan al llenado de grano y al rendimiento de panoja en
arroz. En conjunto, los resultados presentados a lo largo de la presente tesis, indicarian
gue una mayor eficiencia fotosintética en estadio de plantula resulta en una mayor
tolerancia al estrés por frio. A su vez, en estadio reproductivo, esta mayor eficiencia
del FSIlI se traduce en una HB mas activa durante el periodo de llenado, hecho que
impacta directamente en los componentes de rendimiento en arroz. Por otra parte,
siendo este el primer reporte que relaciona el fenotipo del FSIl con el genotipo en
arroz. El analisis de GWAS confirma la relacidn de la base genética del FSIl con
procesos vinculados al llenado de grano. Asimismo, los resultados del presente trabajo
de tesis constituyen un aporte al conocimiento cientifico de las respuestas del FSIl en

Oryza sativa L en diferentes condiciones de crecimiento.
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8-Anexo 1: Material suplementario del Capitulo 1

Elemento Reactivo Cantidades (g/litro)
N NH4 NO3 0,914
P NaH2PO4- 2H20 0,403
K K2SO4 0,714
Ca CaClz 0,886
Mg MgSOs - 7H,0 3,240
Mn MnClz - 4H,0 0,150 )
Mo (NHa)s - MO7024 - 4H20 0,074 Micronutrientes:
B HsBOs 0,934 Disolver separadamente
en 500 ml de una una
Zn ZnS0s - 7H20 0,035 > solucion de H2S041:2
Cu CuSO4- 5H.0 0,031
Fe FeCls - 6H20 0,770
Acido Citrico (mono hidratado) 0,119 )
Metasilicato de Sodio 3,600

Tabla 1: Composicion de la solucion nutritiva Yoshida. Las cantidades corresponden a las soluciones
madres de cada nutriente. Para preparar una solucidén de medio 5X, se toman 1,25 ml de cada solucién
madre por litro de solucidn 5X.
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Grupo Accesion Génica GEN Cebador sentido Cebador anti sentido
JAPONICA 0s08g0347500 PsbP CGCTGCCATGTTTCTCTCTTG CCATCCTTCTTGTCGGTGACA

INDICA BGIOSGA027128 PsbP TGGTCTGCTTGGAGCTGGTA TGACTGCTCCCAGCTCAAAA
JAPONICA 0s07g0147500 PsbR GGCAAGGCCATCTTTGATCA GGCAAGGCCATCTTTGATCA

INDICA BGIOSGA025148 PsbR GGCAAGGCCATCTTTGATCA CCCTTCCAGATGCATCAACA
JAPONICA 0s01g0501800 PsbO GATCGGGCTGTTGATGGTTT CCGCTTGTCGAAATGCAAAT

INDICA BGIOSGA003595 PSbO TTGAGCGTCACCAAGAGCAA TTGACATCCTTGGGCACCTT
JAPONICA 0s02g0578400 PsbQ TACGTCAGGGAGCGGTTCTT CACGACATGGTCTCCAGCAT

INDICA BGIOSGA025897 PsbQ AGCTCTTCGCCACCATTGAC ATCGCCAAGAGCAGATTTGG
JAPONICA 0s04g0690800 PsbS TGCATGCTTTGATCGATCCA CCAAGGTCAGACACTACCATCATC

INDICA BGIOSGA017403 PsbS TGGTGGCGGCGTTCA CCGGAGGTGCCGAAGAT
JAPONICA 0s03g0835900 PetF GTGGCGGCGGTCAAGA GCATGCCTTGGCTGAAGAAG

INDICA BGIOSGA013890 PetF GTGGCGGCGGTCAAGA GCATGCCTTGGCTGAAGAAG
JAPONICA 0s01g0860601 PetH GCGTTTGATCGATCTTCTGCTTA CGATCTCGCCGAACCTTTC

INDICA BGIOSGA004842 PetH GCTTCGTCCCTGCCACAT CCGTGCGCTATAATTGGTGAT
JAPONICA 0s03g0718150 ACT-1  AAGAATGGAAGCTGCGGGTAT GCAGGAGGACGGCGATAACA

INDICA BGIOSGA 013463 ACT-1 AAGAATGGAAGCTGCGGGTAT GCAGGAGGACGGCGATAACA

Tabla 2: Cebadores utilizados en la cuantificacion relativa de los genes del FSil y FSI.
A B
2.0 I IR50 6.0 1 1 IR50
Il Koshihikari ns ns Il Koshihikari

Expresion relativa

D1

Expresion relativa

D4

Figura 1: Expresion relativa de los genes PetH y PetF.(A) D1 de tratamiento. (B) D4 de
tratamiento. Los valores representan la media + EE de 4 réplicas bioldgicas (n=4). Barras blancas
simbolizan la expresién relativa de los genes del cultivar IR50. Barras negras simbolizan la
expresion relativa de los genes del cultivar Koshihikari. La linea roja que corta el eje Y en 1
representa la expresion de referencia. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los

tratamientos para cada variedad (*p<0,05; **p<0,01<; ***p<0,001), ns indica que no

diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad.
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Figura 2: Disipacion de energia por seccion transversal. Se realizaron las mediciones a dia 1 (D1) y
dia 4 (D4) de los tratamientos control (TO) y frio (TS). Valores medios y + DE de Dlo/CS. Barras
blancas representan TO; barras grises representan TS. Los datos mostrados provienen de al menos 17
réplicas bioldgicas (n=17). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para
cada variedad (****p<0,0001), ns indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos
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Figura 3 Expresion relativa del gen PsbS:(A) D1 de tratamiento. (B) D4 de tratamiento. Los valores
representan la media + EE de 4 réplicas bioldgicas (n=4). Barras blancas simbolizan la expresidn
relativa de los genes del cultivar IR50. Barras negras simbolizan la expresion relativa de los genes
del cultivar Koshihikari. La linea roja que corta el eje Y en 1 representa la expresidon de referencia.
Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos para cada variedad
(*p<0,05; **p<0,01<; ***p<0,001), ns indica que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos para cada variedad.
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9-Anexo 2: Material suplementario del Capitulo 2

2.A. Metodologia de seleccion del material tolerante.

Se realizd un cruzamiento en febrero de 2013 entre el cultivar Gral. Rossi (Rossi)
tolerante a frio y la linea estable Cr550 de buenas caracteristicas agrondmicas. En los
dos casos se utilizd6 como parental materno a Gral. Rossi. Las plantas F1 obtenidas
fueron cultivadas en cdmara de cultivo durante el invierno de 2013.

Las semillas F2 fueron cosechadas y seleccionadas por comportamiento a frio a
temperaturas de 13/21°C noche/dia en una camara Percival E-30B durante 5 dias. Se
analizaron 729 plantulas del cruzamiento RossixCr550 que manifestaron un
comportamiento Gaussiano en el crecimiento. Posteriormente, se seleccioné el 10%
superior de las plantas que mas crecian.

Las sucesivas generaciones, fueron obtenidas con la misma metodologia
seleccionando el 10% de la poblacidon que crecian 2 cm por dia. Las generaciones
impares (F3 y F5), fueron cultivadas en camara de cultivo para su reproduccion. Esta
metodologia de seleccidn y cultivo de generaciones impares en cdmara, permitio
acortar los tiempos de obtenciéon de material estable a la mitad.

Por otra parte, las generaciones pares (F4 y F6), fueron cultivadas en condiciones

de campo. Ademas, a las generaciones pares se las caracterizé fisiolégicamente.

2.B indice de Respuesta Fotoquimica (IRF).

El IRF se calculéd sumando las areas triangulares de grafico de estrellas para cada
dos datos adyacentes (biomarcadores fotoquimicos, o fotobiomarcadores).

Para calcular el IRF para biomarcadores fotoquimicos, se calculé la media general
(m) y la desviacién estandar de todos los datos con respecto a un fotobiomarcador
dado, seguido de una estandarizacién para cada situacién para obtener Y, donde Y=(X -
m)/s, X es el valor medio para el fotobiomarcador.

Luego, se calculd Z utilizando Z = -Y 0 Z = Y, dependiendo del efecto bioldgico, de
inhibicion o estimulacién respectivamente. Por estas razones, se debe seguir su

cinética a través del tiempo para considerar su efecto bioldgico.
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La puntuacién (S) se calculé mediante S=Z + | Min |, donde S>0y | Min | es el
valor absoluto del valor minimo para todas las Y calculadas en un fotobiomarcador
dado en todas las mediciones realizadas.

Luego se utilizaron los graficos de estrellas para mostrar los resultados de la

puntuacion (S) y para calcular la respuesta integrada de los fotobiomarcadores para el

calculo del IRF como:

n
IRF = ZAi
i=1

S.
A= ésenﬁ (S;cosf + S 1senf)

g = tan‘l( Siy1sena >
S; — Siz1cosa

Donde Si y Si+1 son dos puntuaciones consecutivas en el sentido de las agujas del
reloj (coordenadas del radio) de una grafica de estrellas dada; Ai corresponde al area
de dos puntuaciones conectadas; n el nimero de fotobiomarcadores utilizados para

los calculos; y a = 21/n.
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Figura 1: Contenido de MDA en plantulas de arroz. Barras blancas representan la
condicion control (TO) para todas las accesiones, barras amarillas representan la
condicion de frio (TS) para la linea 59-8-8-5, barras rojas representan la condicién de
frio (TS) para el parental Rossi, barras azules representan la condicion de frio (TS)
para el parental Cr550, barras negras representan la condicidn de frio (TS) para la
variedad Yerua. Los datos son la media +DE de 5 réplicas bioldgicas (n=5), ns indica
qgue no hay diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 2: Distribucion de crecimiento de la poblacidn F2 tratadas a TS
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Caracter de rendimiento

Calculo

N2 de espiguillas (NE)
NEP
%SV
Peso de mil granos (PMG)
Peso de Panoja (PP)

Ne de semillas llenas + N2 de semillas vacias
NE/N2 Panojas
(N2 Semillas vacias/NE)*100
(Peso de 100 semillas)*10

Granos llenos/N2 Panojas

Tabla 1: Calculos de componentes de rendimiento

.. AzlGcares Almidoén CAT Apx MDA

Accesion DDP X - - - -

Media + DE Media+z DE Media+ DE Media+ DE Mediaz DE

7 282146,7  1,10,1 0,740,3 19,2+12,2 39,145,

14 32,5443 51401 8,0£0,5 17,649,8 34,8%1,5

>9-8-8-5 21 22,6435  1,140,1 63,3%12,7 243%47 46,910

28 23,549,1  1,740,5 202,1+173,9 5233 34,9140

7 26,1450  1,70,3 7,241,3 11,1 1,5 33,9455

, 14 33,1496  4,7+0,3 46420 91481 26,6437

Rossi 21 27,4465  0,910,1 17,3445 154452 37,4473

28 23,943,8  1,740,6 119,1449,5  9,6+4,6 26,9 44,8

7 302416  2,8+0,1 6,4+1,5 12,4+11,3 51,7483

14 47,4428  3,5%0,7 6,5+1,4  9,6462 39,6+10,2

Cr550 21 31,547,5  1,0#0,5 559+10,1 2391103 63,0492

28 32,141,7  1,0£0,3 245496  9,8%3,8 43,6458

7 16,443,6  2,640,4 146,686,2 359+20,7 433+11,3

14 33,442,1 2,37+0,4 213,5:188,0 23,5167 36,3 17,6

Yerua 21 357+3,1 2,402 202,8+103,0 24,6468 51,7+19,5

28 32,343,3  1,940,3 49854926 26374 285+24

Tabla 2: Estadistica descriptiva. En la tabla se muestran las media +DE de 5 réplicas biolégicas (n=5)
de las diferentes determinaciones bioquimicas (Azlcares, almidon, CAT, APx y MDA) realizadas
sobre las 4 accesiones evaluadas (59-8-8-5, Yerua, Rossi y Cr550) durante el periodo de senescencia

foliar (7, 14, 21y 28 DDP).
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Planta DDP Media

Cr550 catorce 474 a
Yerua veintiuno 35,7 ab
Yerua catorce 335 b
Rossi catorce 331 b
59-8-8-5 catorce 325 b
Yerua veintiocho 333 b
Cr550 veintiocho 321 b
Cr550 veintiuno 315 b
Cr550 siete 302 b
59-8-8-5 siete 28,2 bc
Rossi veintiuno 27,4 bc
Rossi siete 26,1 bc
Rossi veintiocho 23,9 bc
59-8-8-5 veintiocho 23,5 bc
59-8-8-5 veintiuno 22,5 bc
Yerua siete 16,4 ¢

Tabla 3: Andlisis de la varianza para los valores de azicares libres
durante la senescencia de HB. Los datos son la media 5 réplicas
bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados estadisticamente mediante
la prueba parametrica de ANOVA bifactorial. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas segun el test de Tukey (p<0.05).

Planta DDP Media
59-8-8-5 catorce 51 a
Rossi catorce 4,7 ab
Cr550 catorce 3,5 bc
Cr550 siete 2,8 cd
Yerua siete 2,6 cd
Yerua veintiuno 2,4 cde
Yerua catorce 2,4 cde
Yerua veintiocho 1,9 def
Rossi veintiocho 1,7 def
Rossi siete 1,7 def
59-8-8-5 veintiocho 1,7 def
59-8-8-5 siete 1,1 ef
59-8-8-5 veintiuno 11 f
Cr550 veintiocho 1,0 f
Cr550 veintiuno 10 f
Rossi veintiuno 09 f

Tabla 4: Analisis de la varianza para los valores de almidén durante la
senescencia de HB. Los datos son la media 5 réplicas bioldgicas (n=5).
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba
parametrica de ANOVA bifactorial. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas segun el test de Tukey (p<0.05).

174



Planta DDP Media

Cr550 veintiuno 63,0 a

Cr550 siete 51,7 ab
Yerua veintiuno 51,7 ab
59-8-8-5 veintiuno 46,9 abc
Cr550 veintiocho 43,6 abc
Yerua siete 43,3 abc
Cr550 catorce 39,6 bc
59-8-8-5 siete 39,1 bc
Rossi veintiuno 37,4 bc
Yerua catorce 36,3 bc
59-8-8-5 veintiocho 34,9 bc
59-8-8-5 catorce 34,7 bc
Rossi siete 33,9 bc
Yerua veintiocho 285 ¢

Rossi veintiocho 26,9 c

Rossi catorce 26,6 c

Tabla 5: Analisis de la varianza para los valores de MDA durante la
senescencia de HB. Los datos son la media 5 réplicas bioldgicas (n=5).
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba
parametrica de ANOVA bifactorial. Letras diferentes indican diferencias

estadisticas significativas segun el test de Tukey (p<0.05).

Planta DDP Media
Yerua veintiocho 498,49 a
Yerua catorce 213,52 b
Yerua veintiuno 202,76 b
59-8-8-5 veintiocho 202,07 b
Yerua siete 146,56 bc
Rossi veintiocho 119,15 bc
59-8-8-5 veintiuno 63,27 bc
Cr550 veintiuno 55,92 bc
Cr550 veintiocho 24,50 bc
Rossi veintiuno 17,26 bc
59-8-8-5 catorce 7,98 bc
Rossi siete 7,20 bc
Cr550 catorce 6,48 ¢
Cr550 siete 6,44 ¢
Rossi catorce 4,64 c
59-8-8-5 siete 0,74 ¢

Tabla 6: Andlisis de la varianza para los valores de actividad CAT
durante la senescencia de HB. Los datos son la media 5 réplicas
bioldgicas (n=5). Los datos fueron analizados estadisticamente mediante
la prueba parametrica de ANOVA bifactorial. Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas segun el test de Tukey (p<0.05).
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59-8-8-5
Rossi
C550
Yerua

%SV P.Total NEP P. Panoja Sumatoria de caracteres

Tabla 7: Resumen esquematico de los caracteres de cosecha. A cada rasgo de cosecha, se le asigné un valor
arbitrario entre 0 y 1 en base al andlisis de la prueba de ANOVA, y en base a su connotacion positiva o negativa al
rendimiento de la planta. Las caracteristicas deseadas son un bajo %SV, bajo nimero de panojas (NPP) y alto NEP.
Se observa que la linea 59-8-8-5 tiene las mejores aptitudes dentro de los componentes de rendimiento
analizados.
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10- Anexo 3. Material Suplementario del Capitulo 3.
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GSOR ID? NSFTV ID® Nombre de accesién Pais Fuente de las
de Origen semillas
(GRIN, IRRI
ID)c
301001 1 Agostano Italia P1400344
301002 2 Aichi Asahi Japon P1 202943
01003 3 Ai-Chiao-Hong China P1 584576
301004 4 NSF-TV 4 Desconocido GSOR 301004
301005 5 NSF-TV 5 Desconicido P1 564575
301006 6 ARC 7229 India Pl 653066
301007 7 Arias Indonesia P1 584570
301008 8 Asse Y Pung Filipinas Clor 461
301009 9 Baber India P1 597344
301010 10 Baghlani Nangarhar Afganisntan P1 584582
301382 11 Baguamon 14 Banglades P1 459858
301011 12 Basmati Pakistan Pl 385418
301012 13 NSF-TV 13 Desconicido GSOR 301012
301013 14 Basmati 217 India Pl 653067
301383 15 Beonjo Corea del Sur P1 584579
301014 16 Bico Branco Brasil P1 653068
301015 17 Binulawan Filipinas P1 584554
301016 18 BJ1 India Pl 653069
301017 19 Black Gora India P1 653070
301018 20 Blue Rose Estados Unidos  Clor 1962
301019 21 Byakkoku Y 5006 Seln Australia Clor 12248
301020 22 Caawa/Fortuna 6-103-15 Taiwan Pl 400604
301021 23 Canella De Ferro Brasil Pl 584575
301022 24 Carolina Gold Estados Unidos  Clor 12033
301023 25 Carolina Gold Estados Unidos  Clor 12034
301024 26 Carolina Gold Sel Estados Unidos  Clor 12033
301025 27 NSF-TV 27 Desconicido GSOR 301025
301026 28 Champa Tong 54 Tailandia PI 653071
301027 29 Chau Vietnam PI 653072
301028 30 Chiem Chanh Vietnam PI 393416
301029 31 Chinese China Pl 431222
301030 32 Chodongji Corea del Sur PI1 584580
301031 33 Chuan 4 Taiwan PI 653073
301032 34 NSF-TV 34 Desconicido GSOR 301032
301033 35 C018 India Pl 459983
301034 36 CS-M3 Estados Unidos  Clor 9675
301035 37 Cuba 65 Cuba Pl 247956
301037 39 NSF-TV 39 Desconicido GSOR 301037
301038 40 Dam Tailandia PI1 653075
301039 41 Darmali Nepal Pl 584555
301040 43 Dee Geo Woo Gen Taiwan PI 279131
301041 44 Dhala Shaitta Banglades Pl 180060
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Continuacion

301042
301043
301045
301046

301047
301048
301049
301050
301051
301052
301053
301054
301055
301056
301057
301386
301387
301388
301058
301059
301060
301061
301062
301063
301064
301065
301066

301067
301068
301069
301070
301071
301072
301073
301074
301075
301076
301077
301078
301079
301080
301081
301082
301083
301084

45
46
49
50

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

74
75
76
77
78
79
80
81
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Dom-sufid
Dourado Agulha
DV85

Dz78

Early Wataribune
Eh la Chiu

Firooz

Fortuna

Gerdeh
Geumobyeo
NSF-TV 57

Ghati Kamma Nangarhar
Gogo Lempuk
Gotak Gatik
Guan-Yin-Tsan
Gyehwa 3
Haginomae Mochi
Heukgyeong
Honduras

Hsia Chioh Keh Tu
Hu Lo Tao
I-Geo-Tze

IAC 25

Iguape Cateto

IR 36

IR8

IRAT 177

IRGA 409
Jambu

Jaya

JC149

Jhona 349
Jouiku 393G
K 65
Kalamkati
Kamenoo
Kaniranga
Kasalath

Kaw Luyoeng
Keriting Tingii
Khao Gaew
NSF-TV 89
Kiang-Chou-Chiu
Kibi
Kinastano

Iran
Brasil
Banglades

Banglades

Japon
Taiwan
Iran

Estados Unidos

Iran

Corea del Sur
Desconicido
Afganisntan
Indonesia
Indonesia
China

Corea del Sur
Japon

Corea del Sur
Honduras
Taiwan

China
Taiwan

Brasil

Haiti

Filipinas
Filipinas
Guyana

Franciasa
Brasil

Indonesia
India
India
India
Japon
Suriname
India
Japon
Indonesia
India
Tailandia
Indonesia
Tailandia
Desconicido
Taiwan
Japon
Filipinas

P1 584607
P1 198918
P1 403287
P1 403339

Clor 9738
PI1 393056
P1 584569
Clor 1344
P1 584561
PI 597018
GSOR 301053
PI 584583
P1 584571
P1 584572
P1 584577
P1 584598
P1 584543
P1 584581
Clor 1643
P1 403480
P1 403500
PI 403531
P1 433779
P1 159452
P1 442971
PI 312627
P1 653077

P1 653078
P1 653079
P1 430261
P1 403583
P1 413895
P1 653098
P1 276884
P1 584574
P1 403629
P1 403633
PI 65322
PI1 653080
P1 653081
P1 653082
GSOR 301081
P1 403653
P1 400579
Clor 2647
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301085
301086
301087
301088
301089
301090
301091
301092
301093
301094
301095
301096
301097
301098
301099
301100
301101
301102
301104
301105
301106
301107
301108
301109
301110
301111
301112
301113
301114
301115
301390
301116
301117
301119
301120
301121
301122
301123
301124
301125
301126
301127
301128
301129
301130
301131

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

Kitrana 508
Koshihikari
NSF-TV 95
KU115

Kun-Min-Tsieh-Hunan

L-202

LAC 23
Lacrosse
Lemont

Leung Pratew
Luk Takhar
Mansaku

Mehr

Ming Hui
NSF-TV 107
Moroberekan
MTU9

Mudgo

N12

Norin 20

Nova

NPE 835
NSF-TV 116
O-Luen-Cheung
Oro

Oryzica Llanos 5
0s6

Ostiglia

Padi Kasalle
Pagaiyahan
Pankhari 203
Pao-Tou-Hung
Pappaku

Pato De Gallinazo
Peh-Kuh
Peh-Kuh-Tsao-Tu
Phudugey
Rathuwee
Rikuto Kemochi
Romeo

RT 1031-69
RTS12

RTS14

RTS4

S4542A3-49B-2B12

Saturn

Madagascar
Japon
Desconicido
Tailandia

China

Estados Unidos
Liberia

Estados Unidos
Estados Unidos
Tailandia
Afganisntan
Japon

Iran

China
Desconicido
Guinea

India

India

India

Japon

Estados Unidos
Pakistan
Desconicido
Taiwan

Chile

Colombia
Nigeria
Argentina
Indonesia
Taiwan

India

China

Taiwan
Australia
Taiwan

Taiwan

Butan

Sri Lanka
Japon

Italia

Zaire

Vietnam
Vietnam
Vietnam
Estados Unidos
Estados Unidos

P1 653083
PI 330464
GSOR 301087
PI 597044
P1 584544
Pl 483097
PI 653084
Clor 8985
PI 475833
PI 653085
P1 584584
PI 653086
PI 653087
P1 602626
GSOR 301099
P1 434632
PI 460588
P1 459273
P1 459326
Pl 224862
Clor 9459
P1 653088
GSOR 301108
P1 584599
P1 439118
P1 584668
P1 458474
Clor 8

P1 584546
P1 584547
PI 503175
P1 584578
PI 584604
P1 392542
P1 584602
P1 584545
P1 584566
PI1 584605
PI 226195
P1 433512
P1 653090
P1 389229
P1 459488
PI 653091
Clor 9187
Clor 9540
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301132
301133
301134
301135
301136
301137
301138
301139
301140
301141
301142
301143
301144
301145
301146
301147
301148
301149
301150
301151
301152
301153
301154
301155
301156
301157
301158
301159
301160
301161
301162
301163
301164
301165
301167
301168
301169
301170
301171
301172
301173
301174
301175
301176
301177
301178

141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

Seratoes Hari
Shai-Kuh

Shinriki

Shoemed

Short Grain
Shuang-Chiang
Sinampaga Selection
Sintane Diofor
Sinaguing

Sultani

Suweon

T1

T26

Ta Hung Ku

Ta Mao Tsao
Taichung Native 1
Tainan lku 487
Taipei 309

Tam Cau 9A
NSF-TV 160
TeQing

TKM6

Taducan

Tondok
Trembese

Tsipala 421
B6616A4-22-Bk-5-4
Vary Vato 462
WC6

Wells

ZHE 733
Zhenshan 2
Nipponbare
Azucena

583

68-2

ARC 6578
Bellardone
Benllok

Bergreis

Blue Rose Supreme
Boa Vista
Bombon

British Honduras Creole
Bul Zo

C57-5043

Indonesia
China

Japon

Estados Unidos
Tailandia
Taiwan
Filipinas
Burkina Faso
Filipinas

Egipto

Corea

India

India

China

China

Taiwan

Taiwan

Taiwan
Vietnam
Desconicido
China

India

Filipinas
Indonesia
Indonesia
Madagascar
Estados Unidos
Madagascar
China

Estados Unidos
China

China

Japon

Filipinas
Ecuador
Francia

India

Francia

Peru

Austria
Estados Unidos
El Salvador
Espafa

Belice

Corea del Sur
Estados Unidos

P1 584603
PI 584601
Clor 1642
P1 392539
PI 596810
P1 452221
Clor 12168
P1 653092
Clor 3337
P1 18920
PI 597021
PI 653093
PI 653094
Pl 160482
P1 584600
P1 495830
P1 215936
PI 366153
PI 653095
GSOR 301151
PI 536047
PI 351103
P1 280681
Clor 2584
P1 584573
PI 653096
Clor 9881
PI 653097
Clor 5309
P1 612439
P1 629016
P1 602624
GSOR 100
P1 439017
Pl1 241372
PI 330641
PI 373403
Pl 224942
PI 130960
P1 163336
Clor 5793
P1 199542
P1 402794
P1 220214
PI 162177
Clor 9425
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301179
301180
301181
301182
301183
301184
301186
301187
301188
301189
301190
301191
301192
301193
301194
301195
301196
301197
301198
301199
301200
301201
301202
301204
301205
301206
301207
301208
301209
301210
301211
301212
301213
301214
301215
301216
301217
301218
301219
301220
301221
301222
301223
301224
301225
301226

188
189
190
191
192
193
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
231
232
233
234
235
236

Coppocina
Criollo La Fria
Delrex

Dom Zard

Erythroceros Hokkaido

Fossa Av

IRAT 13

JM70

Kaukkyi Ani
Leah

Mojito Colorado
P 737

Pate Blanc Mn 1
Pratao

Radin Ebos 33
Razza 77
Rinaldo Bersani
Rojofotsy 738
Sigadis

SLO 17
Tchibanga
Thavalu

Tokyo Shino Mochi
WC 3397

WC 4419

WC 4443
Yabani Montakhab 7
YRL-1
P1298967-1
Nucleoryza
Azerbaidjanica
Sadri Belyi
Paraiba Chines Nova
Priano Guaira
Karabaschak
Biser 1

IRAT 44

Riz Local
CA902/B/2/1

Niquen

Hunan Early Dwarf No. 3

Shangyu 394
Sung Liao 2
Aijiaonante
Sze Guen Zim
WC 521

Bulgaria
Venezuela
Estados Unidos
Iran

Polonia
Burkina Faso
Costa de Marfil
Mali
Birmania
Bulgaria
Bolivia
Pakistan
Costa de Marfil
Brasil
Malasia
Italia

Italia
Madagascar
Indonesia
India

Gabon

Sri Lanka
Japon
Jamaica
Honduras
Bolivia
Egipto
Australia
Australia
Austria
Azerbaiyan
Azerbaiyan
Brasil

Brasil
Bulgaria
Bulgaria
Burkina Faso
Burkina Faso
Chad

Chile

China

China

China

China

China

China

PI1 373899
PI 161568
Clor 8320
P1 584608
Pl 265114
P1 584610
PI 584559
P1 590403
P1 584567
Clor 9979
Pl1 242804
P1 430956
PI 584612
PI 460635
P1 392705
P1 215482
PI 167928
PI 596811
PI1 400322
P1 414682
PI 373203
P1 439024
PI 157372
P1 220486
P1 303646
P1 291608
P1 226308
PI 376718
Clor 12498
Pl 435977
P1 439621
P1 266123
PI1 388554
P1 430321
PI 439674
Pl 350295
PI 597004
P1 449351
PI 406034
P1 439117
P1 494757
PI 615210
P1 401452
P1 614994
Clor 7375
Pl 160871
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301227
301228
301229
301230
301231
301232

301233
301234
301235
301236
301237

301238

301239
301240
301241
301242
301243
301244
301245
301246
301247
301248
301249
301250

301251
301252
301253
301254
301255
301256
301257
301258
301259
301260
301261
301262
301263
301264
301265
301266
301267
301268
301269

237
238
239
240
241
242

243
244
245
246
247

248

249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260

261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279

Estrela

WAB 56-104
WAB 502-13-4-1
WAB 501-11-5-1
ECIA76-589-1
27

Tropical Rice
Arabi

Sab Ini
Saraya

Desvauxii
Caucasica

Pirinae 69
Bulgare
H256-76-1-1-1
Djimoron
Guineandao
Hon Chim

Pai Hok Glutinous
Romanica
Agusita

Tia Bura

Sadri Tor Misri
NSF-TV 260

Shim Balte
Halwa Gose Red
Maratelli

Baldo

Vialone
Hiderisirazu
Hatsunishiki
Vavilovi
Sundensis
Osogovka

M. Blatec

923

Varyla

Padi Pagalong
Sri Malasia Dua
Kaukau
Gambiaka Sebela
C1-6-5-3

Kon Suito

Colombia
Costa de Marfil
Costa de Marfil
Costa de Marfil
Cuba

Republica
Dominicana
Ecuador

Egipto

Egipto

Fiji

Estados Pos
Sovieticos
Estados Pos

Sovieticos
Ex Yugoslavia

Francia
Argentina
Guinea
Guinea
Hong Kong
Hong Kong
Hungria
Hungria
Indonesia
Iran

Desconicido

Irak

Irak

Italia

Italia

Italia

Japon
Japon
Kazajistan
Kazajistan
Macedonia
Macedonia
Madagascar
Madagascar
Malasia
Malasia
Mali

Mali

Mexico

Mongolia

P1560276
P1 602635
P1 602661
P1 602662
Pl 602654
PI171971

P1 596808
P1439121
Pl 226307
P1430339
Pl 231643

Pl 231642

P1439711
Pl 231176
PI 596914
P1393180
PI 615011
P1403471
P1 389927
P1 291526
P1 602605
P1373781
PI 431059
GSOR 301250

P11 430976
P1 430977
P1 215520
Pl 415656
Pl1 215485
Pl 134053
P1 224813
Pl 439625
P11 439626
P1583842
P1 584588
P1 402638
P1 422214
P1373813
P1 390981
Pl1 403644
P1 391859
Pl 226329
Pl 154453
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301270
301271
301272
301273
301274
301275
301276
301277
301278
301279
301280
301281
301282
301283
301284
301285
301286
301287
301288
301289
301290
301291
301292
301293
301294
301295
301296
301297
301298
301299
301300
301301
301302
301303
301304
301305
301306
301307
301308
301309
301310
301311
301312
301313
301314
301315

280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325

Saku

Patna
Triomphe Du Maroc
Chibica
IR-44595

Tox 782-20-1
IITA 135
Zerawchanica Karatalski
Italica Carolina
Lusitano
Amposta
Toploea 70/76
Stegaru 65
TOg 7178
SL22-613
Bombilla
Dosel

Bahia

LD 24

SML 242

Sml Kapuri
Melanotrix
WIR 3039
Kihogo

519

Doble Carolina Rinaldo Barsani
WIR 3764
Uzbekskij 2
Llanero 501
Manzano

R 101
56-122-23
Aswina 330
BR24

CTG 1516
Dawebyan

DD 62

DJ 123

DJ 24

DK 12

DM 43

DM 56

DM 59

DNJ 140

DV 123
EMATA A 16-34

Mongolia
Marruecos
Marruecos
Mozambique
Nepal
Nigeria
Nigeria
Polonia
Polonia
Portugal
Puerto Rico
Rumania
Rumania
Senegal
Sierra Leona
Espafa
Espafia
Espafa

Sri Lanka
Suriname
Suriname
Tayikistan
Tayikistan
Tanzania
Uruguay
Uruguay
Uzbekistan
Uzbekistan
Venezuela
Zaire

Zaire
Tailandia
Banglades
Banglades
Banglades
Birmania
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Birmania

Pl 154452
P1 422208
Pl 330625
P1 391326
P1 596827
P1 490796
P1458470
P1 265116
P1 265110
P1 291539
Pl 415667
P1 596947
Pl 446914
P1450438
P1 433797
Pl 168946
PI 340888
Pl 392247
PI 373116
P1 276154
PI 400096
P1 439630
PI 584624
P1391861
P1 400276
P1403241
PI 584634
P1439730
P11 420143
P1 430394
P1 430441
P1 392804
P1 392677
P1 574680
PI 406041
P1 373800
PI 403011
Pl1 403121
P1 403082
P1403128
PI 403151
P1403161
P1 443001
P1403224
P1 403306
P1393036
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301316
301317
301318
301319
301320
301321
301322
301323
301324
301325
301326
301327
301328
301329
301330
301331
301332
301333
301334
301335
301336
301337
301338
301339
301340
301393
301341
301342
301343
301344
301345
301346
301347
301348
301350
301351
301352
301353
301354
301355
301356
301357
301358
301359
301360

326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
352
353
354
355
356
357
358
359
360
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373

Ghorbhai

Goria

Jamir

Kachilon

Khao Pahk Maw
Khao Tot Long 227
KPF-16

Leuang Hawn
Lomello
Okshitmayin
Paung Malaung
Sabharaj

Sitpwa

Yodanya

Berenj

Shirkati

Cenit

Victoria F.A.
Habiganj Boro 6
Dz 193

Karkati 87
Creole

China 1039
Chang Ch'Sang Hsu Tao
Ligerito
Guatemala 1021
ARC 10376
BALA

ASD 1

JC117

9524

ARC 10086
Surjamkuhi

PTB 30

Edomen Scented
Rikuto Norin 21
Shirogane
Kiuki No. 46
Sanbyang-Daeme
Deokjeokjodo
Sathi

Coarse

Santhi Sufaid
Sufaid
Lambayeque 1

Banglades
Banglades
Banglades
Banglades
Tailandia
Tailandia
Banglades
Tailandia
Tailandia
Birmania
Birmania
Banglades
Birmania
Birmania
Afganisntan
Afganisntan
Argentina
Argentina
Banglades
Banglades
Banglades
Belice
China
China
Colombia
Guatemala
India
India
India
India
India
India
India
India
Japon
Japon
Japon
Japon
Corea
Corea
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Peru

P1575212
P1 574796
P1575182
P1 574756
Pl 392266
P1392794
P1 431144
P1 402636
Pl 233663
P1 391272
P1 392612
P1391943
P1392718
P1 222453
P1 223894
P1 373905
P1 238490
PI 164912
P1 391255
PI 403367
P1 392683
Pl 220214
Pl 434611
PI 161051
P1433787
PI 163575
P1430353
PI 373053
Pl 392617
P1 403582
Pl 165981
PI 373430
P1 406095
P1 392621
Pl 184503
P1 226190
Pl 224912
P1 162099
P1 157346
P1 596809
P1 392177
Pl 385584
P1 385650
P1 385819
P1597343
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301396
301361
301362
301363
301364
301365
301366
301367
301368
301369
301370
301371
301372
301373
301374
301375
301376
301377
301378
301379
301380
301399
301381
301400
301401
301416
301417
301404
301405
301406
301402
301418
301407

301408
301419

301420
301421
301409
301410
301411
301412
301413
301414
301415

375
376

377
378
379
380
381
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
612
616
617
618
619
620
621
622
623

624
625

626
627
628
629
630
631
632
633
634

Upland
Breviaristata

PR 304

Kalubala Vee
Wanica
Tainan-lku No. 512
325

318

Nira

Palmyra

M-202

Nortai

Cl 11011

Cl 11026

Della

Edith

La 110

Lady Wright Seln
0S 6 (WC 10296)
Cocodrie
Cybonnet

93-11

Spring

Yang Dao 6

IR64

RT0034
MCR010277
Pecos
Rosemont
Jasmine85
LaGrue

Bengal

Shufeng 121-1655

Kaybonnet
Katy

C101A51

Early

Jefferson

Panda

Saber

Dragon Eyeball 100
Francis

Jing 185-7

Rondo (4484-1693)

Ponape Island
Portugal
Puerto Rico

Sri Lanka
Suriname
Taiwan

Taiwan
Turquia
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Zaire

Estados Unidos
Estados Unidos
China

Estados Unidos
China

Filipinas
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Estados Unidos
Filipinas
Estados Unidos
Estados Unidos
China

Estados Unidos
Estados Unidos
Filipinas
Estados Unidos
Estados Unidos
Italia

Estados Unidos
China

Estados Unidos
China

China

P1 155989
Pl 189450

Clor 9042
P1 420976
Clor 1496
P1 215954
PI 245711
Pl 167121
P1 392623
Clor 9463
P1 494105
Clor 9836
Clor 11011
Clor 11026
Clor 9483
Clor 2127
Clor 9962
Clor 12187
PI 373197
P1 606331
P1 636726
RA6193

Pl 643121
RA6425

P1 497682
GSOR 101518
GSOR 200327
PI 476818
PI 546365
PI 595927
PI 568891
P1 561735

Pl 615015
mutant
P1583278

P11 527707

P1597053
GSOR 100361
P1 593892
P1 560299
P1 633624
GSOR 301412
Pl 632447
P1 615205

Pl 615022
mutant
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312007 641 Tainung 67 Taiwan IRGC 47743
312008 642 Zhenshan 97B China IRGC 60136
312009 643 Minghui 63 China IRGC 63755
312013 647 Cypress Estados Unidos  IRTP 19532
312015 649 FR13 A India IRGC 6144

312017 651 Dular India IRGC 32561

Tabla 1: Coleccion de germoplasma RDP-1. GSOR: Del ingles Genetic Stocks-Oryza collection identification
number. National Science Foundation-"Exploring the Genetic Basis of Transgressive Variation in Rice"
project accession identification number

GRIN: Del ingles Germplasm Resources Information Network identification number (Pl -Plant Introduction;
Clor-Cereal Investigation Oryza); IRRI: International Rice Research Institute germplasm collection numbers
(IRGC or IRTP for OryzaSNP accessions); RA: Del inglés Rice.

Caracter de rendimiento Calculo
Peso de mil Granos (PMG) (Peso de 100 semillas)*10
Peso de mil de Granos vacios calculado (PMGV) PMG*0,208*
N2 de Granos llenos (NGLL) (Peso de granos llenos (Gr)/PMG)*1000
N2 de Granos vacios (NGV) (Peso de granos vacios (Gr)/ PMGV)
N2 de espiguillas (NE) NGLL + NGV
NEP NE/N¢ de Panojas
Porcentaje de Semilla Infértiles calculado (%In) 100-%F
%F NGLL/NE
Peso de Panoja (PP) Peso de granos llenos(Gr)/N2 de Panojas

Tabla 2: Célculos de componentes de rendimiento para RDP-1. E| factor 0,28* es peso promedio de las
glumas sobre el peso del grano (Yoshida y col 1971).
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NSFTV ID Nombre de Accesion Sub poblacién

1 Agostano te.mper.ate-
japonica

2 Aichi Asahi temperate-
japonica

3 Ai-Chiao-Hong indica

4 NSFTV4 aus

5 NSFTV5 aromatic

6 ARC 7229 aus

7 Arias tropical-japonica

8 Asse Y Pung tropical-japonica

9 Baber te‘mper‘ate-
japonica

10 Baghlani Nangarhar te‘mper‘ate—
japonica

13 NSF-TV 13 aus

15 Beonjo te.mper.ate-
japonica

16 Bico Branco aromatic

18 BJ1 aus

19 Black Gora aus

20 Blue Rose admixed-japonica

21 Byakkoku Y 5006 Seln indica

23 Canella De Ferro tropical-japonica

24 Carolina Gold 12033 tropical-japonica

25 Carolina Gold 12034 tropical-japonica

26 Carolina Gold Sel tropical-japonica

27 NSF-TV 27 tropical-japonica

28 Champa Tong 54 aus

29 Chau indica

31 Chinese te.mper.ate-
japonica

32 Chodongji temperate-
japonica

33 Chuan 4 aus

34 NSF-TV 34 indica

35 Co18 indica

36 Cs-M3 temperate-
japonica

37 Cuba 65 tropical-japonica

39 NSF-TV 39 aus

40 Dam admixed-japonica

41 Darmali admixed

51 Early Wataribune te'mper‘ate—
japonica

53 Firooz aromatic

54 Fortuna tropical-japonica
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55
56

57
58
59
60

62

63

64
65
67

70
71
72
73
74
75
76
77
78

79

80
81

83

84
85
87
89
90

91

92
93

94

96
98
99
100
102

Gerdeh
Geumobyeo

NSF-TV 57
Ghati Kamma Nangarhar
Gogo Lempuk
Gotak Gatik

Gyehwa 3
Haginomae Mochi

Heukgyeong
Honduras
Hu Lo Tao

Iguape Cateto
IR 36
IR8
IRAT 177
IRGA 409
Jambu
Jaya
JC149
Jhona 349

Jouiku 393G

K 65
Kalamkati

Kamenoo

Kaniranga
Kasalath
Keriting Tingii
NSF-TV 89
Kiang-Chou-Chiu

Kibi
Kinastano
Kitrana 508

Koshihikari

KU115
L-202
LAC 23
Lacrosse
Leung Pratew

admixed-japonica
temperate-
japonica
indica
aus
tropical-japonica
admixed-japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
indica
indica
tropical-japonica
indica
tropical-japonica
indica
indica
aus
temperate-
japonica
admixed
aus
temperate-
japonica
tropical-japonica
aus
admixed-japonica
tropical-japonica
indica
temperate-
japonica
tropical-japonica
NA
temperate-
japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
admixed-japonica
indica
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Continuacion

103

104

105
106
107
108
110
112
114
116
117

118

120
122
123
125
126
128
129
131
132

133

140
142

144

145
147
148
149
150
153

154
156
157

158

161
162
163
164

Luk Takhar

Mansaku

Mehr
Ming Hui
NSF-TV 107
Moroberekan
Mudgo
N12
Nova
NSF-TV 116
O-Luen-Cheung

Oro

0S6
Padi Kasalle
Pagaiyahan
Pao-Tou-Hung
Pappaku
Pato De Gallinazo
Peh-Kuh
Phudugey
Rathuwee

Rikuto Kemochi

Saturn
Shai-Kuh

Shoemed

Short Grain
Sinampaga Selection
Sintane Diofor
Sinaguing
Sultani
T26

Ta Hung Ku
Taichung Native 1

Tainan Iku 487

Taipei 309

TeQing
TKM6
Taducan
Tondok

temperate-
japonica
temperate-
japonica
aus
indica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
aromatic
admixed-japonica
tropical-japonica
indica
temperate-
japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
indica
indica
admixed-japonica
indica
aus
indica
temperate-
japonica
tropical-japonica
indica
temperate-
japonica
indica
tropical-japonica
indica
tropical-japonica
tropical-japonica
aus
temperate-
japonica
indica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
indica
indica
indica
tropical-japonica




Continuacion

165
166
167
171
172

173

174
176

177
178
179

180

181

182
183

184
185
186

190
191
198
199
202
203
206
207
208
209
211
213
214
215
217
218
221
222

224

225

Trembese
Tsipala 421
B6616A4-22-Bk-5-4
ZHE 733
Zhenshan 2

Nipponbare

Azucena
583

68-2
ARC 6578

Bellardone
Benllok

Bergreis

Blue Rose Supreme
Boa Vista

Bombon
British Honduras Creole
Bul Zo

Delrex
Dom Zard
Leah
Mojito Colorado
Pratao
Radin Ebos 33
Rojofotsy 738
Sigadis
SLO 17
Tchibanga
Tokyo Shino Mochi
WC 3397
WC 4419
WC 4443
YRL-1
Pl 298967-1
Sadri Belyi
Paraiba Chines Nova

Karabaschak

Biser 1

tropical-japonica
admixed-indica
tropical-japonica
indica
indica
temperate-
japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
aus
temperate-
japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
admixed-japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
aromatic
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
admixed-indica
indica
indica
indica
admixed-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
admixed-japonica
admixed-japonica
aromatic
indica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
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Continuacion

226
227
228
231

233

234
235
236
238
239
240
241
242
244

247

248

249

251
252
253
255

257

258
259
261
262
264
266

267
269
270

272
273
274

275
276
277
278

IRAT 44
Riz Local
CA902/B/2/1
Hunan Early Dwarf No. 3

Sung Liao 2

Aijiaonante
Sze Guen Zim
WC 521
WAB 56-104
WAB 502-13-4-1
WAB 501-11-5-1
ECIA76-S89-1
27
Arabi

Desvauxii
Caucasica

Pirinae 69

H256-76-1-1-1
Djimoron
Guineandao
Pai Hok Glutinous

Agusita

Tia Bura
Sadri Tor Misri
Shim Balte
Halwa Gose Red
Baldo
Hiderisirazu

Hatsunishiki
Sundensis
Osogovka

923
Varyla
Padi Pagalong

Sri Malaysia Dua
Kaukau
Gambiaka Sebela
C1-6-5-3

tropical-japonica
admixed-indica
aus
indica
temperate-
japonica
indica
indica
admixed-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
tropical-japonica
admixed-japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
indica
admixed-japonica
indica
temperate-
japonica
tropical-japonica
admixed-indica
aus
aus
admixed-japonica
admixed-japonica
temperate-
japonica
indica
temperate-
japonica
admixed
tropical-japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
aus
temperate-
japonica
admixed
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Continuacion

279
282

283

284
285
286

295

296

297
299
302

303

304
305
308
309
310

311

313
314
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
327
328
329
330
332

333

334
335

Kon Suito

Triomphe Du Maroc

Chibica

IR-44595
Tox 782-20-1
[ITA 135

Bombilla
Dosel

Bahia
SML 242
WIR 3039

Kihogo
519

Doble Carolina Rinaldo Barsani

Llanero 501
Manzano
R 101

56-122-23

BR24
CTG 1516
DD 62
DJ 123
DJ 24
DK 12
DM 43
DM 56
DM 59
DNJ 140
DV 123
EMATA A 16-34
Goria
Jamir
Kachilon
Khao Pahk Maw
KPF-16

Leuang Hawn

Lomello

Okshitmayin

admixed
temperate-
japonica
temperate-
japonica
indica
tropical-japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
indica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
indica
admixed-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
temperate-
japonica
indica
aus
aus
aus
aus
aus
aus
aus
aus
aus
aus
indica
aus
aus
aus
aus
admixed-indica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
admixed-japonica




Continuacion

336
337
339
340
341
342
345
346
348
349
350
354

355

356
357
358
359
360
364

365

368

369
370
371
372
373
375
376
379
384
385
386
387
388
389
390
391
392
394
395
396
612
622

Paung Malaung
Sabharaj
Yodanya

Berenj
Shirkati
Cenit
Dz 193
Karkati 87
China 1039
Chang Ch'Sang Hsu Tao
Ligerito
BALA

ASD 1

JC117
9524
ARC 10086
Surjamkubhi
PTB 30
Rikuto Norin 21

Shirogane

Deokjeokjodo

Sathi
Coarse
Santhi Sufaid
Sufaid
Lambayeque 1
Upland
Breviaristata
Wanica
318
Nira
Palmyra
M-202
Nortai
Cl 11011
Cl 11026
Della
Edith
Lady Wright Seln
0S 6 (WC 10296)
Cocodrie
IR64
Bengal

aus
indica
indica
admixed
aus
tropical-japonica
aus
aus
indica
indica
tropical-japonica
indica
temperate-
japonica
indica
aus
tropical-japonica
aus
aus
admixed-japonica
temperate-
japonica
temperate-
japonica
aus
aus
aus
aus
aromatic
tropical-japonica
admixed-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
tropical-japonica
admixed-japonica
NA
tropical-japonica
admixed
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
tropical-japonica
indica
admixed-japonica
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Continuacion

624
628
629
630
633
634
635
636
638

639

770
772

Kaybonnet
Jefferson
Panda
Saber
Jing 185-7
Rondo (4484-1693)
Azucena
Sadu Cho
Moroberekan

Nipponbare

Mojito Colorado
Aswina

tropical-japonica
tropical-japonica
admixed-japonica
tropical-japonica
indica
indica
tropical-japonica
indica
tropical-japonica
temperate-
japonica
tropical-japonica
NA

Tabla 3: Accesiones fenotipadas y utilizdas en los diferentes GWAS. En la
tabla se detallan el nimero de identificador, pais de origen y sub poblacién

correspondiente a cada accesion
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Figura 1: Grafica de Cuantil-Cuantil (QQplot) para el ambiente Chascomus. En
la figura se muestra el comportamiento de los fenotipos con asociaciones
significas.
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Figura 2: Grafica de Cuantil-Cuantil (QQplot) para el ambiente Entre Rios. En la figura se muestra el

comportamiento de los fenotipos con asociaciones significas.
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Figura 3: Grafica de Cuantil-Cuantil (QQplot) para el ambiente Entre Rios. La

figura muestra al fenotipo QuRC analizado para las matrices hIBS y hBN
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Figura 4: Grafica de LD Vs Distancia genomica.
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Figura 5: Grafica de LD Vs Distancia genomica. En la figura se muestra el
andlisis grafico de los cromosomas 5 a 8.
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Figura 6: Grafica de LD Vs Distancia genomica. En la figura se muestra el analisis
grafico de los cromosomas 9 a 12.
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Marcador Fenotipo Ambiente  Matriz
SNP-5.11015630. FoFm Ch hiBS
SNP-5.11015630. FvFm Ch hiBS
SNP-5.11015630. DIoRC Ch hiBS
SNP-4.11238671. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-8.26857677. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-5.920701. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-6.16004860. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-3.33654811. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-7.22186380. 8(Ro) Ch hiBS
SNP-5.11015630. DF abs Ch hiBS
SNP-9.16154636. Pl abs Ch hBN
SNP-6.21617771. FoFm E_Rios hiBS
SNP-6.21617771. FvFm E_Rios hIBS
SNP-3.8657922. Sm E_Rios hiBS
SNP-10.20737522. Sm E_Rios hIBS
SNP-4.19830956. Sm E_Rios hiBS
SNP-2.18755532. Sm E_Rios hiBS
SNP-10.15426939. Sm E_Rios hIBS
SNP-6.10747694. Sm E_Rios hiBS
SNP-12.10384205. Sm E_Rios hIBS
SNP-5.13606968. Sm E_Rios hIBS
SNP-1.32181171. Sm E_Rios hiBS
SNP-12.6243516. N E_Rios hIBS
SNP-1.20577084. N E_Rios hiBS
SNP-3.20474261. N E_Rios hiBS
SNP-11.2826603. N E_Rios hIBS
SNP-3.11082794. N E_Rios hiBS
SNP-5.10671465. N E_Rios hIBS
SNP-10.20737522. N E_Rios hIBS
SNP-1.32181171. N E_Rios hiBS
SNP-8.17383104. N E_Rios hIBS
SNP-3.6370379. N E_Rios hiBS
SNP-4.3532129. N E_Rios hiBS
SNP-12.19687181. N E_Rios hIBS
SNP-7.27949832. N E_Rios hiBS
SNP-4.23257716. N E_Rios hIBS
SNP-4.19830956. N E_Rios hiBS
SNP-8.5080374. N E_Rios hiBS
SNP-8.3353605. N E_Rios hiBS
SNP-5.13606968. N E_Rios hiBS
SNP-2.18755532. N E_Rios hiBS
SNP-2.27037362. N E_Rios hiBS
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Continuacion

SNP-12.22061604.
SNP-6.17586886.
SNP-12.26895916.
SNP-11.15157273.
SNP-5.26255003.
SNP-5.25752878.
SNP-12.1522824.
SNP-3.11832167.
SNP-3.11913691.
SNP-3.7631091.
SNP-3.11909250.
SNP-11.9898109.
SNP-1.2950882.
SNP-5.25860213.
SNP-3.11840203.
SNP-3.33935702.
SNP-3.11839954.
SNP-10.14774128.
SNP-1.672866.
SNP-4.3532129.
SNP-5.26037406.
SNP-5.25755857.
SNP-5.25870238.
SNP-5.25906026.
SNP-5.26067844.
SNP-8.12644171.
SNP-2.16443512.
SNP-1.3777578.
SNP-8.25557477.
SNP-11.24401876.
SNP-3.23888667.
SNP-2.18755532.
SNP-1.13332897.
SNP-7.27949832.
SNP-4.3532129.
SNP-3.20474261.
SNP-5.10671465.
SNP-8.14538333.
SNP-8.25327099.
SNP-10.10650949.
SNP-3.7631091.
SNP-6.21617771.
SNP-1.8502539.

=2 2 2

DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIloRC
DIoRC
DIoRC
DIloRC
DIoRC
DIoRC
DIloRC
DIoRC
DIloRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
DIoRC
EToRC
EToRC
EToRC
REoRC
REoRC
REoRC
REoRC
REoRC
REoRC
6(Ro)
6(Ro)
6(Ro)
6(Ro)
6(Ro)
DloCSo

E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios

hiBS
hiBS
hIBS
hBN
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hIBS
hIBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hIBS
hIBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hIBS
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Continuacion

SNP-2.19754523.
SNP-3.7631091.
SNP-4.27746099.
SNP-4.33426566.
SNP-11.9898109.
SNP-6.25589058.
SNP-10.10650949.
SNP-1.17451094.
SNP-8.14538333.
SNP-1.35479825.
SNP-2.27111247.
SNP-2.17549263.
SNP-9.8690732.
SNP-6.10747694.
SNP-3.699213.
SNP-5.15670371.
SNP-12.18757106.
SNP-7.650682.
SNP-12.10548009.
SNP-1.13623453.
SNP-7.2099608.
SNP-1.20577084.
SNP-4.1897550.
SNP-12.18066755.
SNP-3.9505313.

DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
DloCSo
Pl abs
Pl total
Pl total
Pl total
Pl total
Pl total
Pl total
Qb RC
Qb RC
Qb RC
Qb RC
Qb RC
1QbRC
Qb RC
Qb RC
Qb RC

E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios
E_Rios

hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hIBS
hiBS
hIBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hiBS
hBN
hBN
hBN

Tabla 4: Cantidad total de SNPs identificados mediante el analisis de
GWAS. En la tabla se muestran los SNPs vinculados a sus respectivos
fenotipos de fluorescencia, ambiente y matriz de estructura.
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SNP Intervalo (-/+) ID Funcion Ambiente Fenotipo
4.11238671. 11246699 11249239 LOC_0s04g20164  amine oxidase precursor, putative, Ch S(RO) ch
expressed -
8.26857677. 26856280 26864504 LOC_0s08g42490 DC1 domain containing protein, Ch 6(RO) ch
expressed -
5.920701. 906606 934832 LOC_0s05g02590 transferase family protein, putative, Ch S(RO) ch
expressed -
5.920701. 906606 934832 LOC_0s05g02630 lysine-rich arabinogalactan protein 19 Ch 6(RO) ch
precursor, putative, expressed -
5.920701. 906606 934832 LOC_0s05g02640 hydrolase, NUDIX family, domain Ch 6(RO) ch
containing protein, expressed -
5.920701. 906606 934832 LOC_0s05g02670 kinesin motor domain containing Ch S(RO) ch
protein, putative, expressed -
3.33654811. 33653082 33670802 LOC_0s03g59100 pheophorbide a oxygenase, chloroplast Ch 6(RO) ch
precursor, putative, expressed -
3.33654811. 33653082 33670802 LOC_0s03g59110 pheophorbide a oxygenase, chloroplast Ch S(RO) ch
precursor, putative, expressed -
3.33654811. 33653082 33670802 LOC_0s03g59120 pheophorbide a oxygenase, chloroplast Ch S(RO) ch
precursor, putative, expressed -
7.22186380. 22186957 22187791 LOC_0s07g37030 cytochrome b6-f complex iron-sulfur Ch 6(RO) ch
subunit, chloroplast precursor, putative, -
expressed
7.22186380. 22186957 22187791 LOC_0Os07g37040 PB1 domain containing protein, Ch 5(RO) ch
expressed -
5.11015630. 11001589 11029815 LOC_0s05g18950 pentatricopeptide, putative, expressed Ch D|O/RC, DF
9.16154636. 16146374 16164902 LOC_0s09g26620  auxin-repressed protein, putative, Ch Plabs
expressed
3.8657922. 8650125 8667845 LOC_0s03g15680 nodulation-signaling pathway 2 protein, ER Sm ER
putative, expressed -
3.8657922. 8650125 8667845 LOC_0s03g15690 phosphate carrier protein, ER Sm ER
mitochondrial precursor, putative, -
expressed
3.8657922. 8650125 8667845 LOC_0s03g15700 splicing factor 3A subunit 2, putative, ER Sm ER
expressed -
3.8657922. 8650125 8667845 LOC_0s03g15710  strictosidine synthase, putative, ER Sm ER
expressed -
10.20737522. 20808920 20809168 LOC_0s10g39030 homeobox domain containing protein, ER Sm_ER, N_ER
expressed - -
4.19830956. 20001651 20004191 LOC_0s04g33040 alpha-amylase precursor, putative, ER Sm_ER, N_ER
expressed - -
10.15426939. 15498048 15498296 LOC_0s10g29810 MBTB58 - Bric-a-Brac, Tramtrack, Broad ER Sm ER
Complex BTB domain with Meprin and -
TRAF Homology MATH domain,
expressed
5.13606968. 13650310 13678536 LOC_0s05g23760 latency associated nuclear antigen, ER Sm_ER, N_ER
putative, expressed - -
5.13606968. 13650310 13678536 LOC_0s05g23780 OsMADS70 - MADS-box family gene ER Sm_ER, N_ER
with M-alpha type-box, expressed - -
5.13606968. 13650310 13678536 LOC_0s05g23800 RNA recognition motif containing ER Sm ER, N_ER
protein, putative, expressed - -
1.32181171. 32167603 32196829 LOC_0s01g55870 chorismate mutase, chloroplast ER Sm_ER, N_ER
precursor, putative, expressed - -
1.32181171. 32167603 32196829 LOC_0s01g55880 hemimethylated DNA binding domain ER Sm_ER, N_ER
containing protein, expressed - -
1.32181171. 32167603 32196829 LOC_0s01g55890 amino acid kinase, putative, expressed ER Sm ER, N ER
1.32181171. 32167603 32196829 LOC_0s01g55900 holliday junction resolvase, putative, ER Sm_ER, N_ER
expressed - -
1.20577084. 20563517 20592743 LOC_Os01g36920 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase, ER N_ER, 1-QbRC ER
putative, expressed - -
1.20577084. 20563517 20592743 LOC_0s01g36930 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 6, ER N ER' 1-QbRC ER
putative, expressed - -
1.20577084. 20563517 20592743 LOC_Os01g36940 OsFBX13 - F-box domain containing ER N_ER, 1-QbRC ER
protein, expressed - -
3.20474261. 20466891 20484611 LOC_0s03g36910 SAM-dependent methyltransferase, ER N ER' 1-QbRC ER
putative, expressed - -
3.11082794. 11075217 11092937 LOC_0s03g19680 enoyl-CoA hydratase/isomerase family ER N ER

protein, putative, expressed
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3.11082794.

3.11082794.

5.10671465.

3.6370379.

3.6370379.

3.6370379.

12.19687181.

12.19687181.

12.19687181.

7.27949832.

8.5080374.

8.3353605.

8.3353605.

2.27037362.

12.22061604.

6.17586886.

6.17586886.

12.26895916.

12.26895916.

12.26895916.

5.26255003.

5.26255003.

5.26255003.

5.25752878.

5.25752878.

5.25752878.

5.25752878.

5.25752878.

5.25752878.

12.1522824.

12.1522824.

12.1522824.

3.11832167.

3.11832167.

11075217

11075217

10657424

6362520

6362520

6362520

19710039

19710039

19710039

27950409

5077260

3350491

3350491

27043080

22089385

17587622

17587622

26923845

26923845

26923845

26303528

26303528

26303528

25801345

25801345

25801345

25801345

25801345

25801345

1518152

1518152

1518152

11824590

11824590

11092937

11092937

10685650

6380240

6380240

6380240

19721385

19721385

19721385

27951243

5085484

3358715

3358715

27043384

22100731

17588146

17588146

26935191

26935191

26935191

26331754

26331754

26331754

25829571

25829571

25829571

25829571

25829571

25829571

1529498

1529498

1529498

11842310

11842310

LOC_0s03g19700
LOC_0s03g19720
LOC_0s05g18470
LOC_0s03g12140
LOC_0s03g12160
LOC_0s03g12150
LOC_0s12g32660
LOC_0s12g32670
LOC_0s12g32680
LOC_0s07g46780
LOC_0s08g08760
LOC_0s08g06100
LOC_0s08g06110
LOC_0s02g44630
LOC_0s12g36040
LOC_0s06g30430
LOC_0s06g30440
LOC_0s12g43390
LOC_0s12g43410
LOC_0s12g43440
LOC_0s05g45340
LOC_0s05g45350
LOC_0s05g45370
LOC_0s05g44330
LOC_0s05g44340
LOC_0s05g44360
LOC_0s05g44380
LOC_0s05g44390
LOC_0s05g44400
LOC_0s12g03730
LOC_0s12g03740
LOC_0s12g03750
LOC_0s03g20880

LOC_0s03g20900

plant protein of unknown function
domain containing protein, expressed
EF hand family protein, putative,
expressed

CRAL/TRIO domain containing protein,
expressed

glucan endo-1,3-beta-glucosidase
precursor, putative, expressed
leucine-rich repeat family protein,
putative, expressed
serine/threonine-protein kinase
receptor precursor, putative, expressed
NB-ARC domain containing protein,
expressed

CC-NBS-LRR resistance protein, putative,
expressed

NB-ARC domain containing protein,
expressed

tyrosine-specific transport protein,
putative, expressed

ubiquitin family protein, putative,
expressed

O-methyltransferase, putative,
expressed

MYB family transcription factor,
putative, expressed

aquaporin protein, putative, expressed

expansin precursor, putative, expressed

disease resistance protein RPM1,
putative, expressed

OsGH3.7 - Probable indole-3-acetic acid-
amido synthetase, expressed
thaumatin, putative, expressed

thaumatin, putative, expressed
thaumatin, putative, expressed
ATP binding protein, putative, expressed

dnaJ domain containing protein,
expressed

cell cycle control protein, putative,
expressed

DJ-1 family protein, putative, expressed

heat shock protein 101, putative,
expressed

oligosaccharyl transferase, putative,
expressed

MPPN domain containing protein,
expressed

peptidyl-tRNA hydrolase, putative,
expressed

GATA zinc finger domain containing
protein, expressed

zinc finger DHHC domain-containing
protein, putative, expressed
OsFBX438 - F-box domain containing
protein, expressed

Leucine Rich Repeat family protein,
expressed

pyruvate kinase, putative, expressed

Myb transcription factor, putative,
expressed

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

N_ER
N_ER
N_ER, REo/RC_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER, REo/RC_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
N_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
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3.11832167.

3.11913691.

3.11913691.

3.11913691.

3.7631091.

3.7631091.

3.11909250.

3.11909250.

3.11909250.

1.2950882.

1.2950882.

1.2950882.

1.2950882.

1.2950882.

5.25860213.

5.25860213.

5.25860213.

5.25860213.

5.25860213.

3.11840203.

3.11840203.

3.11840203.

3.33935702.

3.33935702.

3.33935702.

3.11839954.

3.11839954.

3.11839954.

3.11839954.

10.14774128.

1.672866.

1.672866.

11824590

11906114

11906114

11906114

7623294

7623294

11901673

11901673

11901673

2937270

2937270

2937270

2937270

2937270

25908680

25908680

25908680

25908680

25908680

11832626

11832626

11832626

33933973

33933973

33933973

11832377

11832377

11832377

11832377

14845239

659254

659254

11842310

11923834

11923834

11923834

7641014

7641014

11919393

11919393

11919393

2966496

2966496

2966496

2966496

2966496

25936906

25936906

25936906

25936906

25936906

11850346

11850346

11850346

33951693

33951693

33951693

11850097

11850097

11850097

11850097

14845487

688480

688480

LOC_0s03g20910
LOC_0s03g20970
LOC_0s03g20980
LOC_0s03g21000

LOC_0s03g14050

LOC_0s03g14080

LOC_0s03g20970
LOC_0s03g20980
LOC_0s03g21000
LOC_0s01g06210
LOC_0s01g06220
LOC_0s01g06230
LOC_0s01g06240
LOC_0s01g06250
LOC_0s05g44530

LOC_Os05g44540

LOC_0s05g44550
LOC_0s05g44560
LOC_0s05g44570
LOC_0s03g20900
LOC_0s03g20910
LOC_0s03g20920
LOC_0s03g59600

LOC_0s03g59610

LOC_0s03g59620
LOC_0s03g20880
LOC_0s03g20900
LOC_0s03g20910
LOC_0s03g20920
LOC_0s10g28520
LOC_0s01g02200

LOC_0s01g02250

homeobox domain containing protein,
expressed

phospholipid-transporting ATPase 1,
putative, expressed

zinc finger, C3HC4 type domain
containing protein, expressed
thioredoxin, putative, expressed

thaumatin-like protein 1 precursor,
putative, expressed

transmembrane amino acid transporter
protein, putative, expressed

phospholipid-transporting ATPase 1,
putative, expressed

zinc finger, C3HC4 type domain
containing protein, expressed
thioredoxin, putative, expressed

gibberellin receptor GID1L2, putative,
expressed

gibberellin receptor GID1L2, putative,
expressed

OsSAUR1 - Auxin-responsive SAUR gene
family member, expressed

protein kinase, putative, expressed

dirigent, putative, expressed

BTB3 - Bric-a-Brac, Tramtrack, Broad
Complex BTB domain, expressed
MrBTB3 - Bric-a-Brac, Tramtrack, Broad
Complex BTB domain with Meprin and
TRAF Homology MATH-related domain,
expressed

zinc finger family protein, putative,
expressed

kinesin motor domain containing
protein, expressed

histidine-containing phosphotransfer
protein, putative, expressed

Myb transcription factor, putative,
expressed

homeobox domain containing protein,
expressed

stress responsive protein, putative,
expressed

mitochondrial Rho GTPase 1, putative,
expressed

oxidoreductase, short chain
dehydrogenase/reductase family
protein, putative, expressed
phospholipase, patatin family, putative,
expressed

pyruvate kinase, putative, expressed

Myb transcription factor, putative,
expressed

homeobox domain containing protein,
expressed

stress responsive protein, putative,
expressed

CAF1 family ribonuclease containing
protein, expressed
armadillo/beta-catenin repeat family
protein, putative, expressed

RGA-1, putative, expressed

ER
ER
ER
ER
ER

ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER, 5(Ro)
_ER,DloCSo_ER
Dlo/RC_ER, 5(Ro)
_ER,DloCSo_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
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5.26037406.

5.26037406.

5.26037406.

5.26037406.

5.25755857.

5.25755857.

5.25755857.

5.25755857.

5.25755857.

5.25755857.

5.25870238.

5.25870238.

5.25870238.

5.25870238.

5.25906026.

5.25906026.

5.26067844.

5.26067844.

5.26067844.

5.26067844.

5.26067844.

8.12644171.

2.16443512.

1.3777578.

1.3777578.

8.25557477.

3.23888667.

3.23888667.

2.18755532.

1.13332897.

1.13332897.

8.25327099.

26085874

26085874

26085874

26085874

25804324

25804324

25804324

25804324

25804324

25804324

25918705

25918705

25918705

25918705

25954494

25954494

26116312

26116312

26116312

26116312

26116312

12642235

16449231

3763966

3763966

25556080

23881634

23881634

18761250

13319311

13319311

25325702

26114100

26114100

26114100

26114100

25832550

25832550

25832550

25832550

25832550

25832550

25946931

25946931

25946931

25946931

25982720

25982720

26144538

26144538

26144538

26144538

26144538

12650459

16449535

3793192

3793192

25564304

23899354

23899354

18761554

13348537

13348537

25333926

LOC_0s05g44910

LOC_0s05g44916

LOC_0s05g44922
LOC_0s05g44930
LOC_0s05g44330
LOC_0s05g44340
LOC_0s05g44360
LOC_0s05g44380
LOC_0s05g44390
LOC_0s05g44400
LOC_0s05g44550
LOC_0s05g44560
LOC_0s05g44570
LOC_0s05g44590
LOC_0s05g44600
LOC_0s05g44630
LOC_0s05g44922
LOC_0s05g44930
LOC_0s05g44940

LOC_0s05g44950

LOC_0s05g44970

LOC_0s08g21180
LOC_0s03g28980
LOC_0s01g07850
LOC_0s01g07870
LOC_0s08g40380
LOC_0s03g42830
LOC_0s03g42840
LOC_0s02g31290

LOC_0s01g23680

LOC_0s01g23710

LOC_0s08g39970

dual specificity protein phosphatase,
putative, expressed
mitochondrial-processing peptidase
subunit, mitochondrial precursor,
putative, expressed
6-phosphofructokinase, putative,
expressed

receptor-like protein kinase, putative,
expressed

DJ-1 family protein, putative, expressed

heat shock protein 101, putative,
expressed

oligosaccharyl transferase, putative,
expressed

MPPN domain containing protein,
expressed

peptidyl-tRNA hydrolase, putative,
expressed

GATA zinc finger domain containing
protein, expressed

zinc finger family protein, putative,
expressed

kinesin motor domain containing
protein, expressed
histidine-containing phosphotransfer
protein, putative, expressed
ATP-dependent protease La, putative,
expressed

pectinesterase, putative, expressed

1Q calmodulin-binding motif family
protein, putative, expressed
6-phosphofructokinase, putative,
expressed

receptor-like protein kinase, putative,
expressed

protein kinase domain containing
protein, expressed
senescence-induced receptor-like
serine/threonine-protein kinase
precursor, putative, expressed
senescence-induced receptor-like
serine/threonine-protein kinase
precursor, putative, expressed
maSp2a, putative, expressed

WDA40-like Beta Propeller Repeat family
protein, expressed

glyoxalase family protein, putative,
expressed

ABC transporter family protein,
putative, expressed

sulfotransferase domain containing
protein, expressed

MATE efflux family protein, putative,
expressed

calcineurin B, putative, expressed

AML1, putative, expressed

rossmann fold nucleotide-binding
protein involved in DNA uptake,
putative, expressed

no apical meristem protein, putative,
expressed

ENT domain containing protein,
expressed

ER
ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

ER
ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER

Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
Dlo/RC_ER
ETo/RC_ER
ETo/RC_ER
ETo/RC_ER

REo/RC_ER,Sm_ER,N_ER

REo/RC_ER

REo/RC_ER
8(Ro) _ER
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8.25327099. 25325702
10.10650949. 10722005
1.8502539. 8488927
1.8502539. 8488927
2.19754523. 19760240
1.17451094. 17437528
1.35479825. 35466256
1.35479825. 35466256
1.35479825. 35466256
1.35479825. 35466256
1.35479825. 35466256
9.8690732. 8682470
9.8690732. 8682470
3.699213. 691356
3.699213. 691356
5.15670371. 15713718
12.18757106. 18779999
12.1054809. 1050137
12.1054809. 1050137
8.17383104. 17381707
11.9898109. 9903477
3.9505313. 9497518
3.9505313. 9497518
3.9505313. 9497518
3.9505313. 9497518
12.18066755. 18089647

25333926

10722253

8518153

8518153

19760544

17466754

35495482

35495482

35495482

35495482

35495482

8700998

8700998

709076

709076

15741944

18791345

1061483

1061483

17389931

9903589

9515238

9515238

9515238

9515238

18100993

LOC_0s08g39980
LOC_0s10g21110
LOC_0s01g15120
LOC_0s01g15130
LOC_0s02g33240

LOC_0s01g31870

LOC_0s01g61310
LOC_0s01g61320
LOC_0s01g61330
LOC_0s01g61350
LOC_0s01g61360
LOC_0s09g14660
LOC_0s09g14670
LOC_0s03g02150
LOC_0s03g02160
LOC_0s05g27010
LOC_0s12g31200
LOC_0s12g02870
LOC_0s12g02880
LOC_0s08g28470
LOC_0s09g02400
LOC_0s03g17084
LOC_0s03g17100
LOC_0s03g17120
LOC_0s03g17130

LOC_0s12g30150

DNA-binding bromodomain-containing
protein, putative, expressed

glycosyl hydrolase family 10 protein,
putative, expressed

hydrolase, alpha/beta fold family
domain containing protein, expressed
hydrolase, alpha/beta fold family
domain containing protein, expressed
OsFBX51 - F-box domain containing
protein, expressed

natural resistance-associated
macrophage protein, putative,
expressed

DUF640 domain containing protein,
putative, expressed

thioredoxin, putative, expressed

ankyrin homolog precursor, putative,
expressed
glutaredoxin, putative, expressed

DEFL4 - Defensin and Defensin-like DEFL

family, expressed

legume lectins beta domain containing
protein, putative, expressed
phosphoenolpyruvate carboxylase,
putative, expressed

adapitin protein, putative, expressed

zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family
protein, expressed

peptide transporter PTR3-A, putative,
expressed

NB-ARC domain containing protein,
expressed

GRAS family transcription factor domain

containing protein, expressed

E2F-related protein, putative, expressed

disease resistance protein RPM,
putative, expressed

RNA-binding region RNP-, putative,
expressed

Core histone HA/HB/H/H4 domain
containing protein, putative, expressed
Core histone HA/HB/H/H4 domain
containing protein, putative, expressed
arginine biosynthesis bifunctional
protein argl, putative, expressed
bHelix-loop-helix transcription factor,
putative, expressed
CAMK_CAMK_like.47 - CAMK includes
calcium/calmodulin depedent protein
kinases, expressed

ER
ER
ER
ER
ER
ER

ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER
ER

8(Ro) _ER

5(Ro) _ER, Dlo/CSo_ER

Dlo/CSo_ER
Dlo/CSo_ER
Dlo/CSo_ER
Dlo/CSo_ER

Pl abs_ER
Pl abs_ER
Pl abs_ER
Pl abs_ER
Pl abs_ER
Pl total_ER
Pl total_ER
Pl total_ER
Pl total_ER
Pl total_ER
Qb RC_ER
Qb RC_ER
Qb RC_ER
N
DI/RC, Dlo/CS
Qb RC_ER
Qb RC_ER
Qb RC_ER
Qb RC_ER
Qb RC_ER

Tabla5: Lista de genes candidatos totales identificados mediante el analisis de GWAS en los ambientes Ch y ER.
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