f § Do s
'.""“-.\-
'I“‘ IDELAR | fcien.edu.uy
BIPO?I'SEGC:;:OEEI'A
UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

Posgrado en Biotecnologia

GENETICA DEL CONTENIDO DE
ARSENICO EN EL GRANO DE ARROZ
DEL GERMOPLASMA DE INIA

Tesis para la obtenciéon del titulo de: “Magister en Biotecnologia”

Lic. Cs. Biol. Lucas Mariano Ale Catalin

Orientador: Juan E. Rosas

Co-orientadores: Fernando Pérez De Vida, Melissa Verger

Tribunal: Alexandra Castro, Astrid Agorio y Victoria Bonnecarrere

Noviembre, 2021.



Tabla de contenidos

AQradeCimieNTOS. .....eeeereuereesssssssesesssssssssssesssssssseeees 3
RESUMEN. .coueeeessetssssessssssssssessssss s ssssssssssss s ssssesssssssssasens 4
1- INErOdUCCION. coovereeeevvssressseessssssssssssssssssssssssssssssnees 6
1.1 Importancia del cultivo de arroz. ... 6
1.2 El cultivo de arroz en Uruguay. ......ceesseeeeeeses 6
1.3 Mejoramient0 gENELICO. ...rreeeesssssesssssssssesssssssssssssssssssssnens 7
1.4 El arsénico y el cultivo de arroz........ 9
1.5 El arsénico en la inocuidad alimentaria del arroz 10
1.6 Situacion del arsénico en la produccién de arroz uruguayo 11
1.7 Interaccion del arsénico con otros elementos 12
1.8 La inocuidad como objetivo de mejoramiento genético 12
1.9 Marcadores moleculares como herramientas para el mejoramiento genético 13
2- ODJETIVOS....oovvvurrerssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 15
2.1 Objetivo GENEral: ......eirreersreseesssesssssssessssssssssssssenes 15
2.2 Ohjetivos eSPECITICOS: w.uvrrerrmmrersssmmsesssmssssssssssssssesssssssssesss 15
3- Materiales Y MELOUOS. ...orreeeereersseneessssssessssssssssssssssssssessesss 16
3.1 EStrateQias comeeemereesssmsressssesesssssmssssssssssssssssssssanes 16
3.2 Estudio de mapeo asoCiatiVo.....wreersseneeens 16
3.2.1 Poblaciones genotipadas y poblaciones de mapeo asociativo. 16
3.2.2 GENOLIPAUD..ccsveerrerrenressssessssssesssssssssssssssessssssses 17
3.2.3 ENSay0s de CAMPO...wceemreesssmmesssssssssssesssssssssssssssssssanns 17
3.2.4 Procesamiento post-COSECNA ......weeveereerssreneeens 18
3.2.5 Determinaciones qUiMiCas ......eerssmeeessenns 18
3.2.6 Andlisis eStadiStiCO. ....weweeesreeessesnnns 20
3.2.7 Definicion de QTL y haplotipos......eeeeerse. 21
3.2.8 Correlacion entre especies de AS. ....eereneeens 22
3.3 Andlisis de genes candidatos.........oeeermeeeeens 23
3.3.1 Blsqueda bibliografica. ..., 23
3.3.2 Identificacion de genes candidatos en el germoplasma de INIA y seleccion de lineas con
COMDINACIONES AIEIICAS. ..uuuurreerrrsreeesssssssssssessssssssssesssssssenes 23
3.3.3 Material vegetal y ensayo de campo 23
3.3.4 Estimacion de efectos de genes candidatos. 24
3.3.5 Estimacion de efectos genotipicos para el contenido de iAs y tAs. 24
4- RESUITAAOS. ....covureernnreesssseesssseseesssssssessssssessssens 26



4.1 Estudio de mapeo asoCiatiVo......eerrmmseeeeeeens
4.2 Marcadores en genes candidatos............eeereueeee

LT B 11T U L] (o] o TP

6- Conclusion y perspectivas ...
7- BiDlOGrafian...cccueeeeeueeeeeeseeessssssssssssssssssssssssssssees

26
36
44
50
51
59



Agradecimientos.

A JOrg Feldmann y Andrea Raab del laboratorio TESLA de la University of Graz,
quienes a través de su colaboracién hicieron posible gran parte de este trabajo.

A Laura Diaz, Mario Villalba, José Vargas y a todo el personal del Programa de
Arroz de INIA Treinta y Tres, quienes dedicaron tiempo y trabajo para la seleccién
y procesamiento de muestras analizadas en esta investigacion.

A Raquel Huertas y Melissa Verger, que me abrieron las puertas para trabajar en el
Departamento de Espectrometria Atémica de Alimentos y Medio Ambiente del
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay. A todo el personal que, durante mi paso por
dicho laboratorio me ayudaron y asistieron durante todo el transcurso del trabajo
analitico.

A Inés Rebollo, quién me acompaiio y ayudo durante largas jornadas de trabajo en
el campo.

A la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion por haber financiado mi beca
de maestria a través del Proyecto INNOVAGRO FSA | 2017_1 141060.

En especial a Juan Rosas, quien como tutor confié en mi durante todo este tiempo,
guiandome y apoyandome en cada paso desde el comienzo.

Por ultimo, a mi familia, a mi novia y amigos, por su apoyo incondicional en mi

trabajo y en la vida.



Resumen.

Las condiciones de anaerobiosis en el cultivo de arroz irrigado favorecen la disponibilidad y
captacion de arsénico (As) y su acumulacién en el grano. EI consumo de As es nocivo para la
salud, por lo que asegurar el bajo contenido de As es vital para la inocuidad alimentaria de la
produccion arrocera. EI mejoramiento genético para bajo contenido de As es desafiante debido
al alto numero de andlisis quimicos que requiere la seleccién convencional. Ademas, bajos
contenidos de As pueden asociarse indirectamente a otros elementos nocivos como cadmio (Cd)
y plomo (Pb), o benéficos como el selenio (Se). La seleccion asistida por marcadores moleculares
asociados a estas caracteristicas puede ser una opcién para los programas de mejoramiento
genético de arroz. Hasta el momento se desconoce si la variabilidad genética asociada al
contenido de As en el germoplasma de arroz uruguayo es adecuada para obtener una mejora
aplicando seleccion. Tampoco hay reportes de marcadores moleculares asociados al contenido
de As, ni del efecto que puede tener la seleccion por bajo As en el contenido de Cd, Pby Se en
grano. El objetivo de este trabajo es evaluar la asociacion entre el contenido de As en el grano de
arroz y marcadores moleculares de tipo SNP en germoplasma avanzado de tipo indica (IND) y
japonica tropical (JAP) del Programa de Mejoramiento Genético de Arroz de INIA (PMGA).
Para ello se utilizaron dos estrategias: 1) mapeo asociativo, analizando la asociacion entre SNP
distribuidos aleatoriamente en todo el genoma y el contenido en grano de As, Cd, Pby Se; y 2)
genes candidatos, estudiando la asociacion entre SNP ubicados en genes vinculados al transporte
y absorcion de As. La heredabilidad del contenido de As en los ensayos de mapeo asociativo
vario entre 0,24y 0,63y 0,29, mientras que en JAP fue de 0,24y 0,0, en el primer y segundo afio
de ensayos de campo, respectivamente. Se detectaron 27 QTL para contenido de As, 17 QTL para
contenido de Cd. Los niveles por debajo del umbral de deteccion y la baja heredabilidad
encontrada no permitieron la identificacion de QTL para contenido de Pb y Se, respectivamente.
La interaccion QTL por ambiente encontrada condiciona la aplicabilidad de seleccién asistida
con los QTL detectados, haciendo necesario evaluar su estabilidad en un mayor ndmero de
ambientes. La baja correlacion genética entre el contenido de los distintos metales sugiere que la
seleccidn fenotipica para bajo contenido de As no implicaria seleccién indirecta de otros metales.
Mediante la estrategia con genes candidatos se encontraron asociaciones significativas
mantenidas durante los dos afios entre el contenido de iAs y los SNP intragénicos S2_24567131,
S3 431326, S4 31505231 y S10 16037647, correspondientes a los genes OsHAC4, LSI2,
OsABCC1 y OsPT8, respectivamente. Esto sugiere que podrian ser utilizados para seleccién

asistida por bajo iAs en el PMGA, requiriéndose para ello una validacion en una poblacion de



mayor tamafio y diversidad que la utilizada en este experimento. Los resultados permitieron
identificar genotipos promisorios para bajo contenido de iAs, que pueden ser considerados para
futuros cruzamientos por el PMGA.

Palabras clave: Arroz - Arsénico - QTL — GWAS



1- Introduccion.

1.1 Importancia del cultivo de arroz.

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los principales cereales consumidos como
alimento a nivel mundial, siendo uno de los componentes predominantes de la dieta
bésica en numerosas culturas y fuente de alimento para mas de la mitad de la
poblacion (CGIAR, 2016).

El género Oryza consta de unas 20 especies, de las cuales Oryza sativa es la mas
cultivada en el mundo. Las subespecies principales de Oryza sativa son indica
(IND) y japdnica (JAP). Las IND, con una mayor diversidad que las JAP, suelen
cultivarse en los tropicos y representan la mayor parte de la produccion de arroz en
todo el mundo. Las variedades de la subespecie JAP se cultivan tanto en ambientes
tropicales como templados, y representan aproximadamente el 20% de la
produccion mundial (Oka H, et al., 1991). Si bien la divergencia entre ambas
subespecies aun es un tema de debate, la domesticacion del cultivo de arroz tiene

su origen en Asia aproximadamente 8500 afios atras (Liu et al., 2007).

El arroz es el segundo cereal méas producido en el mundo. A principios de la década
de los noventa la produccion anual era de 350 millones de toneladas, para finales
del siglo XX lleg6 a alcanzar 410 millones de toneladas anuales, y su produccion
representa hoy el 30% de la produccion mundial de cereales. Su posicion en la
sociedad ha sido tan relevante, que la Organizacion de las Naciones Unidas afirmé
la necesidad de aumentar la conciencia sobre el papel del arroz en el alivio de la
pobreza y la desnutricion y reafirmé la necesidad de enfocar la atencion sobre el
papel que puede desempefiar el arroz en la seguridad alimentaria y la erradicacion

de la pobreza a nivel mundial (Gnanamanickam et al., 2002).

1.2 El cultivo de arroz en Uruguay.

En Uruguay la superficie utilizada para la produccion arrocera es de
aproximadamente 150.000 ha, lo que representa el 10% del territorio dedicado a la

agricultura (MGAP, 2019). EI rendimiento promedio anual es de 9,4 ton/ha, y su



produccion se destina en un 95% al mercado de exportacion (ACA, 2018). Durante
los ultimos afios los principales paises a los cuales se destinaron las exportaciones
de la produccion de arroz uruguayo fueron: México, Brasil, Panama y Costa Rica
(MGAP, 2020). Dichas exportaciones generan ingresos estimados en méas de 500
millones de ddlares al afio para el pais, promoviendo unos 30.000 puestos de
trabajo. Uruguay se ubica séptimo en el ranking mundial de los paises exportadores
de arroz (Presidencia ROU, 2021).

A nivel nacional, el arroz se cultiva en un sistema de rotacion con tierras para el
pastoreo de ganado que normalmente incluye dos afios de cultivo de arroz y 3-4
afios de pastura. La temporada de arroz se extiende de octubre a abril, en donde
octubre es la fecha dptima de siembra, principalmente porque la siembra tardia
disminuye la disponibilidad de radiacion solar durante la fase reproductiva y
aumenta el riesgo de dafios por baja temperatura (Donoso & Paredes, 2010). El
arroz se desarrolla como un cultivo de secano hasta que se inunda entre los 30 y 35
dias despues de la emergencia. Mas del 90% del area arrocera esta plantada con
semilla certificada, principalmente con tres variedades de alto rendimiento del
Programa de Mejoramiento de arroz de INIA (PMGA): INIA Merin, INIA Olimar
e INIA Tacuari. Las dos primeras pertenecientes a la subespecie IND y la tltima a
japonica tropical (JAP) (Pittelkow et al., 2016).

1.3 Mejoramiento genético.

En la investigacion nacional sobre produccion de arroz se distinguen dos areas
principales. Por un lado, el manejo agronémico, que busca identificar y ajustar los
factores que optimicen la productividad del cultivo, como la fecha de siembra, el
momento de entrada y retiro del agua de riego, la fertilizacion, etc. Por otra parte,
el mejoramiento genético estudia el componente genético en la variabilidad
observada (fenotipica), y su interaccion con los efectos ambientales y de manejo,
con el objetivo de desarrollar nuevos cultivares con comportamiento superior en
condiciones productivas. Tradicionalmente la seleccién por las caracteristicas
deseadas se realiza mediante ensayos de evaluacién fenotipica, lo cual requiere

multiples repeticiones de una misma linea en distintos ambientes (afios y



localidades) para discriminar entre efectos genéticos y ambientales (Piepho et al.,
2008). Existen variables fenotipicas con una alta proporcién de la variabilidad
explicada por unos pocos genes (herencia simple o mendeliana), mientras que otras
caracteristicas estan determinadas por pequefios efectos aditivos y epistaticos de
cientos de genes (herencia compleja o cuantitativa). Esta diferencia en la
complejidad de la arquitectura genética puede determinar la estrategia utilizada para
el mejoramiento de la caracteristica. Algunos caracteres de herencia simple en arroz
son la altura de planta (Nagano et al., 2005) y la resistencia al hongo Pyricularia
oryzae (Jia et al., 2000). Para estos rasgos, el abordaje complementario a la
seleccion fenotipica mas usual es la seleccidn asistida por marcadores moleculares
(SAM) (Collard and McKill, 2008). La SAM consiste en utilizar marcadores
ubicados en regiones cromosomicas estrechamente ligadas a los genes causales para
seleccionar las lineas que presenten las variantes alélicas deseadas. La deteccion de
los marcadores moleculares no depende de las condiciones ambientales y puede
aplicarse en estado de plantula, lo que permite analizar cientos de muestras en poco
tiempo y a bajo costo, haciendo mas eficiente la obtencion de ganancia genética

para la caracteristica seleccionada (Bonnecarrere et al., 2019).

Una estrategia para identificar regiones cromosomicas que puedan contener los
genes determinantes del rasgo de interés, y al mismo tiempo determinar si su
herencia es simple o compleja en las poblaciones de interés, es el mapeo de loci de
rasgos cuantitativos (quantitative trait loci, QTL). Este es un andlisis estadistico en
el que se estudia la asociacion entre la variable fenotipica medida en los individuos
de la poblacion de mapeo y cada marcador molecular a lo largo del genoma de los
individuos de dicha poblacion (Miles y Wayne, 2008). Las poblaciones de mapeo
pueden tener sus frecuencias alélicas balanceadas, como sucede en poblaciones
biparentales (Lander y Botstein, 1989), o no balanceadas producto de diversos
niveles de relacionamiento entre individuos como en el mapeo asociativo genémico
(del inglés genome-wide association study, GWAS) (Korte y Farlow, 2013). En
GWAS pueden utilizarse colecciones genéticamente diversas de bancos de
germoplasma (Huang et al., 2010) o poblaciones de programas de mejoramiento
(Hamblin et al., 2010; Quero et al., 2018). La cobertura del genoma de arroz por
marcadores SNP disponible en bases publicas es muy amplia, lo que permite mas

facilmente el mapeo de QTL. Asimismo, nuevos métodos para la identificacion y
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determinacion de marcadores moleculares como el genotipado por secuenciacion
(genotpying-by-sequencing, GBS, Elshire et al., 2011) hacen del GWAS una
estrategia accesible y adecuada para la deteccion de regiones genémicas asociadas

a rasgos complejos (Song et al., 2018).

Ejemplos de caracteristicas de herencia compleja en el germoplasma de arroz
uruguayo son: rendimiento (Monteverde et al., 2018) y calidad molinera (Quero et
al., 2018). Para estos rasgos de herencia compleja la SAM no representa una
estrategia eficaz ya que la proporcién de la varianza fenotipica explicada por un
nimero limitado de marcadores es muy baja. En su lugar pueden emplearse
métodos como la seleccion gendmica (SG), en la que se predicen los efectos de
cientos o miles de marcadores distribuidos homogéneamente en todo el genoma,
cuya sumatoria permite predecir el comportamiento de cada linea (Meuwissen et
al., 2001).

1.4 El arsénico y el cultivo de arroz

La forma predominante de cultivo de arroz llevada a cabo en forma irrigada y
manteniendo una ldmina de agua durante gran parte del ciclo del cultivo, genera en
el suelo condiciones anaerdbicas y reductoras, a diferencia de lo que sucede con
cultivos de secano como el trigo y el maiz. La reduccion del potencial redox
favorece la disponibilidad y captacion de arsénico (As) proveniente naturalmente
del suelo y de fuentes antropogénicas, y su acumulacién en el grano de la planta
(Rahman et al., 2007; Norton et al., 2012).

El As es un metaloide presente en la corteza terrestre, que se encuentra en la
naturaleza en diversas formas. En general, este se introduce de forma natural o
antropogénica en los suelos en estado inorganico (iAs). Las principales especies de
iAs presentes en el grano de arroz son el arsenato As(V) y el arsenito As(l11). Bajo
inundacion, en condiciones anaerdbicas el As(V) puede reducirse rapidamente a
As(l11), siendo esta Ultima la especie mas toxica entre los compuestos inorganicos
(Guillod-Magnin, 2018). En las raices de la planta de arroz se forma cominmente
una placa de hierro (Fe) como resultado de la liberacidn de oxigeno y oxidantes en

larizosfera. EI As es secuestrado por la placa de Fe durante el periodo no inundado,
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liberando especies del tipo inorganico como el As(lll), en las condiciones de
inundacion (Liu et al., 2006).

A pesar de que la dindmica del As en arroz aun no ha sido totalmente caracterizada,
se ha demostrado que la absorcién de As por la planta no es selectiva (Li et al.,
2014). Debido a la similitud de propiedades quimicas entre el As(V) y el fosfato,
los transportadores de fosfato participan en la absorcion de As(V). Por otra parte,
los transportadores de silice y acuaporinas, entre otros, participan en la absorcion
de As(l11), (Ma et al., 2008). La translocacion de las especies inorganicas hacia el

grano se produce mayoritariamente mediante el floema (Carey et al., 2010).

En condiciones de arroz irrigado la microflora del suelo puede convertir el iAs a
especies metiladas (Reid et al. 2017 ). Se han demostrado variaciones considerables
entre distintos suelos sobre la metilacion del As, asi como en el nimero de copias
y diversidad de genes microbianos asociados a esta funcién. Sin embargo, la
metilacion del As en el suelo parece estar mas influenciada por las condiciones del
suelo como el pH y el nivel de carbono, lo que sugiere una fuerte influencia
ambiental en la actividad de los microbios metiladores del As (Zhao et al., 2013).
El &cido dimetilarsinico (DMA), como especie de arsenico organico asi producido,
puede ser translocado facilmente al grano (Carey et al. 2010 ). Se ha reportado una
mayor contribucidn relativa del DMA al contenido en grano de arsenico total (tAs,
suma de todas las especies de As tanto organicas como inorganicas) en regiones
templadas y subtropicales con respecto a regiones tropicales, aunque las razones
que sustentan esta variacion son desconocidas (Meharg et al. 2009 ;. Zavala et
al. 2008).

1.5 El arsénico en la inocuidad alimentaria del arroz

La alta exposicion a iAs esta fuertemente asociada con un mayor riesgo de cancer
y otras enfermedades en humanos, motivo por el cual el iAs es considerado un
carcindégeno de grado uno (IARC, 2012). Debido a esto se han establecido
internacionalmente niveles maximos aceptados para asegurar la inocuidad
alimentaria del arroz. La Unién Europea definié el limite maximo de iAs en arroz
blanco pulido en 0,2 mg/kg (EUR-LEX, 2015). MERCOSUR, por su parte,
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reglamenta el limite maximo en 0,3 mg/kg de tAs en grano. Si el contenido de tAs
supera este limite, se realiza la determinacién del contenido de iAs para su
evaluacion (MERCOSUR/LXXII). Existen varias investigaciones en las que se
establecen relaciones significativas (p<0,001) entre las concentraciones de iAs y
tAs, pudiendo utilizar esta tltima como medida de referencia de la primera cuando
no se dispone del equipamiento necesario para la determinacion de especies
(Meharg, 2012; Norton et al., 2012).

1.6 Situacidn del arsénico en la produccion de arroz uruguayo

La inocuidad alimentaria del producto final es de vital importancia para la cadena
agroindustrial arrocera, la cual estd siendo cada vez méas fuertemente regulada,
determinando asi la posibilidad de acceso a los mercados. Existen algunos
mercados objetivo, como por ejemplo Irén, con niveles maximos permitidos mas
estrictos que las normas internacionales (0,15 mg/kg para tAs), lo que
potencialmente puede limitar el acceso del arroz uruguayo a los mismos (ISIRI,
2009). Para el cumplimiento de estos estandares, la mejor estrategia desde el punto
de vista productivo y econdémico es obtener cultivares de arroz con baja
acumulacién de As en las condiciones de riego habituales en Uruguay. Ademas, la
tendencia es que las normas internacionales establezcan limites cada vez mas bajos,
lo que hace necesario abordar el problema con estrategias que aseguren a corto,
mediano y largo plazo el cumplimiento de estos estandares en la produccion

nacional de arroz.

A nivel nacional la investigacion sobre el contenido de As en arroz es incipiente.
Los trabajos realizados estan enfocados principalmente en la evaluacion del efecto
de distintas estrategias de manejo del riego en el contenido de iAs en grano, y han
encontrado en general niveles por debajo de los limites maximos aceptados en las
condiciones productivas de nuestro pais. A su vez, han demostrado que la reduccion
en los niveles de riego en distintas etapas del cultivo, reduce los niveles de iAs
acumulados en el grano (Carracelas et al., 2019; Campos et al., en proceso de

publicacién; Roel et al., 2021).

11



1.7 Interaccién del arsénico con otros elementos

Se han reportado correlaciones significativas entre el contenido de Asengranoy el
de otros contaminantes como los metales pesados cadmio (Cd) y plomo (Pb), tanto
por factores ambientales como genotipicos (Duan et al., 2017). Los cultivares y el
manejo del agua de riego juegan un papel esencial sobre las propiedades
fisicoquimicas del suelo que influyen en la especiacién y solubilidad de estos
elementos (Mu et al., 2019). Estos metales producen un riesgo para la salud al
generar efectos perjudiciales que afectan 6rganos como el cerebro, rifiones y
corazén bajo su exposicion, por su presencia en la naturaleza cada vez mas
significativa debido a la contaminacién ambiental (Rana et al., 2018). Por el
contrario, algunos elementos pueden generar un efecto positivo en la salud con su
absorcion. El selenio (Se), es un micronutriente indispensable para la salud de
humanos y animales (Liang et al., 2019). Esto hace que el estudio del contenido de
As en el grano de arroz deba complementarse con el analisis de otros contaminantes

y nutrientes.

1.8 La inocuidad como objetivo de mejoramiento genético

Los principales rasgos objetivo del PMGA son: alto rendimiento, resistencia a
enfermedades, calidad molinera y calidad culinaria (Pérez de Vida et al., 2017). A
estos objetivos se incorpora recientemente la inocuidad del grano, definida como la
baja acumulacion de elementos nocivos como As y metales pesados. Hasta el
momento se desconoce la variabilidad genética del arroz asociada al As en grano
en el germoplasma uruguayo. La evaluacién de dicha variabilidad es fundamental
para el mejoramiento de esta caracteristica, para determinar si es suficiente en la
obtencion de ganancia genética, o si seria necesario incorporar nuevo germoplasma
que aporte mayor variabilidad (Falconer & Mackay, 1989). Una estrategia para
obtener ganancia genética es identificar las lineas con comportamiento superior y
utilizarlas en cruzamientos para generar nuevas poblaciones. Para ello es necesario
contar con métodos de evaluacion y seleccion adecuados para la caracteristica

objetivo.
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La seleccion fenotipica por inocuidad, y especificamente por bajo contenido de iAs
mediante andlisis quimicos, es dificultosa para un programa de mejoramiento o un
proyecto de investigacion académico, fundamentalmente debido a los recursos y el
tiempo con los que generalmente se cuenta para ello en funcion del gran nimero de
analisis requeridos. La determinacion de iAs, realizada cominmente mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta presion acoplada a espectrometria de masas
con ionizacién en plasma de acoplamiento inductivo (HPLC-ICP-MS), no es
compatible con la cantidad de andlisis necesarios para evaluar el gran niamero de
lineas experimentales que es habitual en las etapas tempranas e intermedias de los
programas de mejoramiento. Existen investigaciones para la validacion de técnicas
de screening para medir iAs aplicables en el campo con métodos rapidos y de bajo
costo, pero hasta el momento no se encuentran disponibles en Uruguay (Bralateli, et
al., 2015; Mlangeni et al., 2018; Pasias et al., 2013).

1.9 Marcadores moleculares como herramientas para el mejoramiento genético

Otra alternativa para seleccionar por bajo contenido de As es la SAM, para lo cual
deben identificarse los QTL y marcadores asociados a este rasgo, asi como evaluar
su asociacion con el contenido de otros metales en el grano para evitar la seleccion
indirecta de elementos no deseados. Una estrategia para identificar marcadores
asociados al contenido de As en el germoplasma de un programa de mejoramiento
es el (GWAS) (Breseghello & Sorrells, 2006; Schmid & Bennewitz, 2017; Zhu et
al., 2008) utilizando poblaciones de germoplasma adaptado localmente. Esto
permite identificar los QTL que segregan en el germoplasma del programa de
mejoramiento, asi como identificar genotipos portadores de alelos favorables que

pueden ser utilizados como parentales (Spindel et al., 2016).

Existen reportes en la literatura de QTL para As en grano de arroz, asi como de Cd,
Se y Pb (Kuramata et al., 2013; Liu et al., 2019; Syed et al.,2016; Zhang et al.,
2008; Norton et al., 2009; Pan et al., 2020; Murugaiyan et al., 2019). Las diferentes
investigaciones sugieren que los contenidos de As y Cd puede verse afectados por
el genotipo de la planta, por el afio de cultivo, asi como por la interaccidén genotipo

por afio (Kuramata et al., 2013; Norton et al., 2010). También las concentraciones
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de tAs, como las de iAs y DMA, son afectadas significativamente tanto por el efecto
del genotipo y del afio, como por la interaccion genotipo por afio (Kuramata et al.,
2013). Sin embargo, estas asociaciones se encontraron en poblaciones diferentes al
germoplasma de arroz uruguayo, por lo que requieren ser validadas en el
germoplasma local y en las condiciones ambientales locales (Liao et al., 2001;
Sinha et al., 2006). Debido a los efectos de interaccion entre QTL y trasfondo
genético (Holland, 2007), es conveniente que la estimacion de los efectos de los
QTL se realice en el mismo tipo de germoplasma con el que trabaja el programa de

mejoramiento.

Este trabajo es el primero en estudiar la variabilidad fenotipica y genotipica del
contenido de As en arroz uruguayo, y pretende generar un aporte a la mejora
genetica convencional para bajo contenido de As convencional y asistida por

marcadores moleculares a nivel nacional.
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2- Objetivos.

2.1 Objetivo General:

Evaluar la seleccion asistida por marcadores moleculares tipo SNP para contenido
de arsénico en grano en el germoplasma avanzado del Programa de Mejoramiento
Genético de Arroz de INIA (PMGA).

2.2 Objetivos especificos:

Cuantificar y evaluar el efecto genotipico para el contenido de tAs, iAs, Cd, Se 'y
Pb en grano y sus relaciones.

Identificar QTL y genes candidatos asociados al contenido de tAs, iAs, Cd, Sey Pb

en grano y evaluar su utilidad para seleccion asistida.
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3- Materiales y métodos.

3.1 Estrategias

Para la identificacion de QTL se utilizé la estrategia de mapeo asociativo, mientras
que para la busqueda de genes candidatos se empled una estrategia con marcadores
tipo SNP en genes candidatos segregantes en un grupo seleccionado de lineas
avanzadas. Para el objetivo v se utilizd ademéas parte de la poblacion de mapeo
asociativo.

Todos los andlisis estadisticos y de asociacion, se realizaron con el software libre
R.

3.2 Estudio de mapeo asociativo

3.2.1 Poblaciones genotipadas y poblaciones de mapeo asociativo.

El material vegetal utilizado en este trabajo es parte de las poblaciones de mapeo
asociativo utilizadas en el Proyecto Mapeo Asociativo en Arroz (Bonnecarrere et
al., 2013), una compuesta por 300 lineas de la subespecie indica (IND) y otra por
321 de la subespecie japdnica tropical (JAP) representando el germoplasma
avanzado del PMGA.

Para este estudio de mapeo asociativo se seleccionaron dos poblaciones: una
compuesta por 165 lineas de la subespecie IND y 207 JAP para un primer afio de
ensayo y otra compuesta por 123 lineas IND y 128 JAP para un segundo afio. Esta
eleccion estuvo determinada por el nimero de analisis quimicos disponibles, y
limitantes en la viabilidad de semillas en el segundo afio. Las lineas del segundo

afio estan incluidas en el primer afio de ensayo.

La seleccion de estos cultivares se realizd buscando capturar la mayor variabilidad
genotipica disponible, para lo que se realiz6 un analisis de componentes principales
(PCA), seleccionando un numero similar de lineas dentro de cada subpoblacion

observada en el grafico de los dos primeros componentes principales.
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3.2.2 Genotipado

Las poblaciones genotipadas se analizaron con marcadores moleculares tipo SNP
obtenidos por GBS en el Centro de Recursos Biotecnoldgicos de la Universidad de
Cornell en el marco del Proyecto de Mapeo Asociativo en Arroz (Bonnecarrere et
al., 2013). Las secuencias fueron alineadas con el genoma de referencia de
Nipponbare, realizando el llamado de SNP de acuerdo a lo descripto en Quero et
al. (2018). Los datos de SNP faltantes se imputaron con el algoritmo FILLIN
(Swarts et al., 2014). Se eliminaron los SNP con frecuencia del alelo minoritario
<1% y/o con datos faltantes > 50%. Esto result en 49.589 SNP para las lineas IND
y 28.850 SNP para JAP (Rosas et al., 2018, Quero et al., 2018)

Para la poblacion de mapeo de este trabajo se llevé a cabo un segundo filtrado de
los marcadores moleculares, eliminando todos aquellos que tuvieran una frecuencia
del alelo minoritario <5%. En base a esto se utilizaron 46561 SNP para las lineas
IND y 26702 SNP para JAP.

3.2.3 Ensayos de campo

La poblacion de mapeo fue evaluada en dos ensayos de campo en las zafras 2017/18
(E1) y 2018/19 (E2), en la Unidad Experimental de Paso de la Laguna (Treinta y
Tres) de INIA, con un disefio experimental de bloques incompletos aumentados,
utilizando como testigo repetido al cultivar INIA Olimar. Las semillas fueron
sembradas en almacigueras conducidas en invernadero con riego continuo hasta la
etapa de plantula (v5), donde fueron trasplantadas al campo en fajas inundadas. El
promedio de semillas de un mismo genotipo sembradas en cada pocillo de
almaciguera fue de n=5, raleandose posteriormente a una planta por pocillo. Los
bloques aumentados del disefio experimental correspondieron a las almacigueras.
En E1 se usaron 7 almacigueras sembradas durante la tercera semana de octubre de
2017 y trasplantadas durante la segunda semana de noviembre de 2017. Para E2 se
usaron 6 almacigueras sembradas de a una almaciguera por faja la primera semana

de diciembre de 2018 y trasplantadas la cuarta semana de diciembre de 2018.
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Se realiz6 una fertilizacién basal 6 kg/ha Nitrégeno (N) y 28 kg/ha P.Os. La
cobertura de N fue de 77 kg/ha (54 en macollo + 23 en primordio). Para el control
de malezas se aplicaron Glifosato (5 I/ha pre-laboreo), Clomazone (0,5 I/ha pre-

emergencia), Cyperoff (50 gr), Quinclorac (1 I/ha) y Propanil (3 I/ha).

3.2.4 Procesamiento post-cosecha

Luego de la cosecha y el trillado de los granos, estos fueron procesados en el
Laboratorio de Calidad Industrial de Arroz de INIA Treinta y Tres utilizando un
molino Zaccaria PAZ-2/DTA, con un tiempo de descascarado y pulido de 15y 60

s, respectivamente.

Con el fin de eliminar completamente el endocarpio de los granos
independientemente de las variaciones morfoldgicas que pudieran existir, y dejando
Unicamente endospermio para las determinaciones de los compuestos quimicos, los
tiempos de pulido fueron mayores a los que se utilizan regularmente para analisis

de rutina.

Para la obtencion de harina de arroz se pesaron 20 gr de grano pulido de cada
muestray se procesaron en un molino Cyclone Sample Mill BELT DRIVE - MODEL
3010-0109.

3.2.5 Determinaciones quimicas

Para las muestras del ensayo E1 se determind el contenido de tAs en 130 lineas IND
y 150 JAP. 42 lineas IND y 79 JAP fueron analizadas para Cd, Se y Pb, y 57 lineas
IND y 34 JAP se analizaron especies de As y se midid el contenido de iAs (como
As(V)) y arsénico organico (como DMA). En las muestras tomadas del ensayo E2
se determiné el contenido de tAs, Cd, Se y Pb para 123 IND y 128 JAP (todas en
comun con E1). Para ambos ensayos se utilizd un disefio de bloques aumentados en
el que los bloques se definieron por un testigo repetido (INIA Olimar) mientras que

las lineas no tuvieron repeticiones.

18



Las determinaciones de tAs de lineas en el ensayo E1 se realizaron en el
Departamento de Espectrometria Atdmica de Alimentos y Medio Ambiente del
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU). Se utilizd6 la técnica de
Espectrometria de Absorcion Atdmica con Atomizacion Electrotérmica (GF-AAS)
(I1SO 15586:2003). La extraccion de las especies de As se realiz6 segun el método
FDA 4.11 (FDA, 2012). Para ello se diluy6 1 g de muestra de harina de arroz con
15 ml de &cido nitrico 0.28 M y se incub6 a 95°C durante 90 minutos (n=2). Luego
de enfriada, se agregaron 6,7 g de agua desionizada y se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se filtr6 con filtros de nylon de 0.45 umy se
midio el contenido de tAs con un Espectrofotometro de Absorcion Atémica Perkin
Elmer AA 800 con horno de grafito de calentamiento transversal y correccion de
fondo por efecto Zeeman longitudinal. Los materiales de referencia utilizados
fueron: Nist1568b -Harina de Arroz (tAs: 0,285 mg/kg); Fapas 07324 - Arroz
pulido (tAs: 0,308 mg/kg) y Fapas 07314 - Arroz integral (tAs: 0,204 mg/kg).

Los andlisis de tAs, Cd, Se y Pb en las muestras del ensayo E2 se llevaron a cabo
en el Trace Element Speciation Laboratory (TESLA) de la University of Aberdeen
(Reino Unido, Escocia), mediante la técnica de Espectrometria de Masas con
Atomizacion por Plasma Acoplado Inductivamente (ICP - MS). Se utiliz6 0,1 g de
harina de arroz de cada muestra y se agregé 1 ml de acido nitrico 70 % para su
digestion, dejandolo a temperatura ambiente overnight. Se agregaron 2 ml de
peréxido de hidrogeno y se realizo digestion total en microondas “Microwave
MARS” segtn el siguiente programa: 1) 1600W — 5min — 50 °C; 2) 1600W — 5min
— 75 °C; 3) 1600W — 30min — 95 °C. EI digesto se diluy6 hasta 10 ml con agua
desionizada y fue medido en el equipo Agilent Technologies 8800 ICP-MS Triple
Quad ASX-500 Series. Los materiales de referencia utilizados fueron Nist 1547 -
(tAs: 0,062 mg/kg, Cd: 0,0261 mg/kg, Se: 0,120 mg/kg, Pb: 0,869 mg/kg); Nist
1568 b - (tAs: 0,285 mg/kg, Cd: 0,0224 mg/kg, Se: 0,365 mg/kg y Pb: 0,008 mg/kg-
valor de referencia-) y Fapas 07314 - Arroz integral (tAs: 0,204 mg/kg).

Se calculd la correlacién de Pearson entre los valores de tAs obtenidos con GF-
AAS en el laboratorio de LATU y los obtenidos con ICP-MS en TESLA.

Las determinaciones de iAs y DMA se realizaron en el laboratorio TESLA de la

Universidad de Graz (Austria), bajo la misma metodologia previamente descripta.
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3.2.6 Analisis estadistico.

3.2.6.i Estimacion de medias fenotipicas.

Para E1 se ajust6 el modelo mixto de ecuacion [1]:
[1] Y = p+Ti+G + Fe + A + ey

donde: Y;,; es el contenido de tAs, Cd o Se, u es el intercepto, T; es el efecto fijo
de la subespecie i, G;es el efecto fijo del genotipo j, Fyes el efecto aleatorio de la
faja k con N~(0,02), A,es el efecto aleatorio de la almaciguera [ con N~(0,5?);
e;jr. €s el efecto residual de cada genotipo j de subespecie i, en la faja k y

almaciguera [, con N~(0,02).

Para E2 se ajustd el modelo mixto de ecuacion [2]:
[2] Yijr = p+Ti+G; + Fi + ey

donde: Y; es el contenido de tAs, Cd o Se, u es el intercepto, T; es el efecto fijo de
la subespecie i, G;es el efecto fijo del genotipo j, Fy es el efecto aleatorio de la
faja/almaciguera k con N~(0,07); e;; es el efecto residual de cada genotipo j de

subespecie i en la faja k, con N~(0,c2).

Se calculo la correlacion entre las medias ajustadas de los diferentes metales para

cada aflo mediante el coeficiente de Pearson.

Para cada uno de los ensayos (E1 y E2) se ajustaron los modelos [1] y [2] con el
efecto del genotipo modelado como aleatorio con N~(0,52), para la estimacion
de heredabilidad generalizada (H%5) como: 1-62/ 26 (Cullis et al., 2006), en donde
oZ es la media al cuadrado del error estandar de la varianza genotipicay 207 es la

varianza fenotipica.
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3.2.6.ii Mapeo asociativo.

Se realiz6 un anélisis de mapeo asociativo para cada uno de los elementos medidos
en cada afio y poblacion, estudiando la asociacion entre las medias ajustadas de las

concentraciones determinadas en grano y los marcadores moleculares de tipo SNP.
Se utilizé el modelo lineal mixto que se describe en la siguiente ecuacion:
[3] Y =XB +Zu + e

donde: Y es un vector de las medias fenotipicas ajustadas con los modelos de las
ecuaciones [1] y [2]; B es un vector de efectos fijos (SNP individuales para el
escaneo por GWAS, y multiples SNP y haplotipos seleccionados para el analisis
multilocus); u es un vector de efectos fenotipicos aleatorios con u~ N (0, Ka?); e
es un vector de efectos residuales con e ~ N (0,162); X y Z son las matrices de
incidencia relacionadas a 8 y u, respectivamente. K es la matriz de relaciones
genotipicas (Endelman & Jannink, 2012); ¢ es la varianza genética; I es la matriz

identidad; o2 es la varianza residual.

Se definio el umbral de significancia de las asociaciones SNP-fenotipo por el

método de nimero efectivo de test independientes (Li & Ji, 2005).

3.2.7 Definicion de QTL y haplotipos

Se definié como QTL a cada region con al menos 3 SNP significativos separados
por no mas de un millén de pares de bases (Mpb) entre si y con r>>0,3. Este umbral
de 1Mpb se basa en la caida de desequilibrio de ligamiento promedio reportada para

esta poblacién por Quero et al. (2018).

Para cada QTL de cada elemento, afio y poblacion, se seleccionaron los SNP para
representar a dicho QTL mediante un procedimiento de eliminacion de variables
backwards (Derksen & Keselman, 1992). Para ello se ajustando un primer modelo
multi-SNPpara cada QTL siguiendo la ecuacién [3] en el que B fueron todos los
SNP significativos de ese QTL de acuerdo a los p-valores del analisis de mapeo

asociativo. Luego se realiz6 un ANOVA para ese primer modelo y se descartaron
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los SNP no significativos (P-valor>0,001), llegandose a un modelo multi-SNP final
en el que todos los SNP eran significativos. Para los QTL donde méas de un SNP
fueron significativos, se combinaron dichos SNP en haplotipos. De esta manera
cada QTL quedo representado por el marcador SNP mas significativo de la region
o por el haplotipo determinado por la combinacién de los SNP significativos.

Posteriormente se combinaron todos los SNP o haplotipos de todos los QTL en un
modelo multi-QTL siguiendo también el modelo de ecuacion [3], donde se
evaluaron todos los QTL en conjunto por medio de los SNP y/o haplotipos
seleccionados, y mediante el procedimiento backwards se fueron eliminando los
SNP o haplotipos no significativos en un ANOVA (P-valor>0,001). Se obtuvo un
modelo multi-QTL final en el que todos los SNP o haplotipos fueron significativos.
Con el coeficiente de determinacion (R?) del modelo multi-QTL final se estimo la
proporcion de la varianza fenotipica explicada (PVE) por todos los QTL
significativos para cada afio y poblacion siguiendo a Beavis (2019). Para tener una
aproximacion a la interaccién QTL por ambiente se estimé en forma cruzada la PVE
por los QTL identificados en un afio, en las medias fenotipicas del otro afio.
También se realiz0 esta estimacion cruzada de la PVE para los QTL de cada
elemento en las medias fenotipicas de los otros elementos, con el objetivo de
evaluar el efecto de un QTL identificado para un determinado elemento en el

contenido de los otros, también de acuerdo a Beavis (2019).

3.2.8 Correlacidn entre especies de As.

Se calculd la correlacion de Pearson entre las diferentes especies de As (DMA, iAs
y tAs), y se calcul6 el porcentaje de iAs y DMA en el contenido de tAs. Esto se
realizd en el conjunto de lineas de E1 que fueron procesadas para especiacion
(n=91).
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3.3 Analisis de genes candidatos.

3.3.1 Busqueda bibliogréfica.

Se realiz6 una revision sobre genes reportados en la bibliografia, relacionados al
contenido de As en la planta de arroz.

3.3.2 Identificacion de genes candidatos en el germoplasma de INIA y seleccién
de lineas con combinaciones alélicas.

Se utilizaron los datos de SNP de la poblacién genotipada (Rosas et al., 2018),
identificando los genes para los cuales se contaba con SNP intragenicos en dicha
poblacion. En base a las diferentes combinaciones de alelos presentes en cada SNP,
se realizo la seleccion de lineas IND y JAP.

3.3.3 Material vegetal y ensayo de campo

Se utilizaron 32 lineas avanzadas del PGMA de tipo IND y JAP. Los cultivares
fueron seleccionados buscando combinar los alelos de los SNP intragenicos en

genes candidatos para obtener la mayor cantidad posible de combinaciones alélicas.

Los cultivares seleccionados fueron evaluados en dos ensayos de campo en las
zafras 2018/19 (z1) y 2019/20 (z2), en la Unidad Experimental de Paso de la Laguna
(Treinta'y Tres) de INIA. Se realizo un disefio experimental de bloques completos

al azar con tres repeticiones.

La unidad experimental fue una parcela de cuatro hileras de 0,8 x 2,4 m (1,92 m?)
sembradas por siembra directa, de la que se cosecharon las dos hileras centrales.
Después de su cosecha los granos de arroz fueron enviados al departamento de
Cereales, Oleaginosos y Productos derivados del LATU para su procesamiento, y
luego al departamento de Espectrometria Atdmica de Alimentos y Medio Ambiente
del LATU, donde se realizé la determinacion de iAs en grano pulido mediante la
técnica de HPLC-ICP-MS.
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3.3.4 Estimacidn de efectos de genes candidatos.

Para estudiar el efecto de los marcadores moleculares seleccionados en el contenido
de iAs y de tAs y de sus interacciones, se ajustd el modelo de la ecuacién [4]:

(SNP1 % SNPN)y, + (SNP2 % SNPN,) iy, + (SNP1 % SNP2 % SNPN), + v, +

XBy + ejjm

donde: Y;jx; es el contenido de iAs o de tAs en grano de las lineas con SNP ijn en
el bloque [ ; u es la media general; SNP1;, SNP2; y SNPN, son los efectos
principales de los alelos i, j y k de los SNP1, SNP2, hasta SNPN respectivamente;
(SNP1 % SNP2);;, (SNP1xSNPN);,, (SNP2 % SNPN,);, Y (SNP1x SNP2 x
SNPN);j, son los efectos de las interacciones dobles y triple entre los SNP; y, es
el efecto del bloque [; XpB; es la covariable tiempo de pulido y e;j, es el efecto

residual de cada alelo ijk en el bloque [, con N~(0, 62).

Con los modelos ajustados se realizd un analisis de varianza (ANOVA). Para
aquellos marcadores significativamente asociados con el contenido de iAs y/o tAs,
se realizé un andlisis bioinformatico utilizando las bases de datos GenBank (NCBI),
IRRI (Mansueto et al., 2017), NSF (Sakai et al., 2013) y RAP-DB (Kawara et al.,
2013). Se descargaron las secuencias codificantes de los genes involucrados y se
ubicd la posicién de cada SNP en la estructura del gen respecto a las regiones

codificantes.

3.3.5 Estimacidn de efectos genotipicos para el contenido de iAs y tAs.

Para estudiar el efecto de los genotipos en el contenido de iAs y de tAs, se ajusto el

modelo de la ecuacién [6]:
[6] Yij=u+G + B+ e

donde: Y;; es el contenido de iAs o de tAs en grano de las lineas con genotipo i en

el bloque j; u es la media general; G; es el efecto del genotipo i; §; es el efecto del
bloque j; y e;; es el residual del genotipo i en el bloque j, con N~ (0, a¢).
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Se realiz6 un ANOVA para determinar la significancia de los efectos estudiados.
Con las medias ajustadas con el modelo de ecuacion [5] se calculd la correlacion de
Pearson entre el contenido de iAs y tAs y se generd un ranking de lineas

promisorias para bajo contenido de iAs y tAs.

Se calculd6 la proporcién de iAs en funcion del contenido de tAs.
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4- Resultados.

4.1 Estudio de mapeo asociativo

Seleccion de lineas para el analisis de mapeo asociativo

A partir del andlisis de componentes principales en las poblaciones de mapeo
analizadas se seleccionaron las lineas para los analisis de mapeo asociativo,
representando todos los sectores del grafico de los dos primeros componentes

principales (Figura 1).

a) b)

100~

100~

CP2

CP2

-100-

-100~

-200 -100 0 100

Figura 1. Componentes principales 1 (CP 1) y 2 (CP 2) de variacion genotipica para las poblaciones indica (a) y japonica
tropical (b) genotipadas. Los puntos en color negro corresponden a las lineas genotipadas en proyectos anteriores y los puntos

rojos sefialan aquellas lineas seleccionadas para los analisis de mapeo asociativo del presente trabajo.

Evaluacion fenotipica

El tiempo de pulido, grado de molienda y contenido de tAs se detalla en la Tabla
Al del Anexo.

El elemento con mayor contenido en el grano para todos los ensayos y poblaciones
fue el As, del cual la mayor parte correspondié a DMA (Figura 2). Los contenidos

en grano de los elementos estudiados variaron de acuerdo con la subespecie y el
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ensayo (Figura 2). Se encontraron diferencias significativas entre ensayos para tAs,
Se y Pb, con valores mayores en E1 que en E2. El efecto subespecie fue
significativo, con valores menores en JAP, para tAs (E1), Se (E1), As(V) (E1),
DMA(EL) y Cd (E2). El coeficiente de correlacion de Pearson entre las
determinaciones de tAs en el LATU y en el laboratorio TESLA tuvo un valor de
r=0.9999872 (p-valor < 2.2e-16).

El ensayo E1 presentd mayor heredabilidad que E2 para todos los elementos
analizados y en ambas subespecies, a excepcion del Cd en las lineas IND para las
que la H? fue mayor en E2 (Figura 3), debido a la mayor varianza residual
(ambiental no modelada) en el ensayo E2. La heredabilidad fue més alta en IND
que en JAP para todas las variables estudiadas (Figura 3), debido a la mayor

varianza genética en IND.

tAs * . cd . Se * . Pb * . As (V) . DMA

Subespecie

e ; . . \ B3 IND
* ' ' . ' ' =N
| | | |

E2 El E2 El E2 El E2 El E1l

Figura 2. Gréfico de cajas del logaritmo en base 10 del contenido de arsénico total (tAs), cadmio (Cd), selenio (Se),
plomo (Pb), arsenato (As(V)) y &cido dimetilarsinico (DMA) (logio [ ] mg/kg) en las poblaciones indica (IND) y japonica
tropical (JAP) en los ensayos de campo de la primera evaluacion fenotipica en 2017/18 (E1) y la segunda en 2018/19
(E2). Los asteriscos rojos sefialan las diferencias significativas entre subespecies y los asteriscos negros sefialan las

diferencias significativas entre ensayos (p<0.05).
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En la subespecie IND la Unica correlacion significativa entre ensayos de un mismo
elemento fue para Se (Figura 3a). Entre pares de distintos elementos, las
correlaciones fueron significativas y positivas entre Pb (E1) y tAs (E1), Pb (E1) y
Se (El1y E2), tAs (E2) y Se (E2); Cd (E2) y Se (E2). Entre Pb (E2) y Se (E2) la
correlacion fue significativa y negativa. En cuanto a la especiacion de As, el As(V)
y el DMA correlacionaron positiva y significativamente respecto a tAs y entre si.
Para JAP no hubo ninguna correlacion significativa entre ensayos para un mismo
elemento (Figura 3b). Fueron significativas y positivas las correlaciones entre pares
de elementos para tAs (E1) y Pb (E1), Cd (E1) con Se (E1) y Pb (E1), tAs (E2) y
Se (E2), Cd (E2) con Se (E2) y Pb (E2). Al igual que en la subespecie IND, en la
especiacion de As, As(V) y DMA correlacionaron positiva y significativamente
respecto a tAs y entre si (Figura 3b).

El porcentaje de iAs respecto al contenido de tAs oscilo entre 3-14%, mientras que
el DMA representd entre 82-94% del tAs (Figura 4), en ambas subespecies.
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Figura 3. Distribuciones (diagonal), heredabilidades (H?, margen derecho), graficos de dispersion (debajo la
diagonal) y correlaciones de Pearson (sobre la diagonal) de medias fenotipicas ajustadas para los contenidos de
arsénico total (tAs), arsenato (As (V)), acido dimetilarsinico (DMA), cadmio (Cd), selenio (Se) y plomo (Pb) en
mg/kg, para los ensayos de 2017/18 (E1) y 2018/19 (E2) para la poblacion indica (IND) (a) y japonica tropical
(JAP) (b). Para las correlaciones de Pearson entre cada par de elementos se indica el nimero de genotipos incluidos
en cada prueba. Los asteriscos indican el rango de P valor de la correlacién (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Para As(V) y DMA no se estimo la H? por contarse con el andlisis de una sola repeticion.
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Figura 4. Porcentaje de arsénico inorganico (iAs) (a) y &cido dimetilarsinico (DMA) (b) en funcion del contenido

de arsénico total (tAs) en la especiacion de arsénico (As), para las subespecies indica (IND) y japonica

(JAP).

En las mediciones de Pb, s6lo 29 lineas IND (11 de E1y 18 de E2) y 36 JAP (6 de
E1y 30 de E2) tuvieron valores cuantificables de este metal, mientras que el resto
de los resultados se encontraron por debajo del limite de deteccion, por lo que esta
variable no fue considerada para el analisis de mapeo asociativo. Asimismo,
tampoco se maped el contenido de tAs en el ensayo E2 para la poblacion JAP

debido a la H?=0 encontrada.
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Figura 5. Graficos Manhattan y cuantil-cuantil mostrando los resultados del andlisis de mapeo asociativo para (a) contenido de arsénico total
(tAs) en indica (IND) en 2017/18 (E1), (b) contenido de arsénico total (tAs) en indica (IND) en 2018/19 (E2), contenido de cadmio (Cd) en
indica (IND) en 2018/19 (E2), contenido de arsénico total (tAs) en japénica (JAP) en 2017/18 (E1), (b) contenido de cadmio (Cd) en japonica

(JAP) en 2018/19 (E2). El umbral de significancia para la asociacion marcador-fenotipo esta indicado por la linea roja. Las flechas azules
marcan los QTL detectados para cada elemento.
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Analisis de mapeo asociativo

El umbral de significancia de las asociaciones se determind en 2,49 para la
subespecie IND y en 2,8 para la subespecie JAP. En funcion de esto se identificaron
27 QTL asociados al contenido de tAs, 23 en la poblacion IND (9 en E1y 14 en E2)
y 4 en JAP (todos en E1). 18 QTL fueron identificados asociados al contenido de
Cd, 15 para IND y 3 para JAP, todos corresponden a E2 (Figura 5). EI QTL
identificado en el cromosoma 1 de las lineas JAP asociado a Cd, se encuentra a
menos de 500 Mb un QTL para Cd reportado por Liu et al. (2019) (Figura 6). El
QTL identificado en el cromosoma 2 de las lineas IND asociado al contenido de tAs
en E2, comparte regiones con un QTL reportado para tAs por Murugaiyan et al.
(2019) y otro para contenido de Cd por Zhao et al. (2018). El QTL identificado en
el cromosoma 3 de las lineas IND asociado al contenido de tAs, comparte regiones
con dos QTL reportados para As por Liu et al. (2019).

El QTL identificado en el cromosoma 4 de las lineas IND asociado al contenido de
Cd, se situ6 a menos de 500 Mb de una regién con tres QTL para Cd, dos de ellos
reportados por Zhao et al. (2018) y otro por Liu et al. (2019). EI QTL identificado
en el cromosoma 5 JAP asociado al contenido de tAs, se encuentra a menos de 500
Mb de dos QTL reportados por Liu et al. (2019) para As, y a la region codificante
del gen OsPCS1 (Hayashi et al., 2017), un gen con un papel importante en la
reduccion de As en el grano. En el cromosoma 7 de JAP, se identificd un QTL para
tAs que comparte una region con un QTL reportado para As por Liu et al. (2019).
También se identificd un QTL en IND para tAs, que comparte una region con dos
QTL reportados para As por Zhang et al. (2008) y Liu et al. (2019), y otro para Cd
por Zhao et al. (2018). En el cromosoma 8 de IND, se identifico un QTL para tAs
que comparte region con un QTL reportado para As por Murugaiyan et al. (2019) y
otro para Cd por Liu et al. (2019). También se identifico un QTL para Cd en JAP,
que comparte region con un QTL para Cd reportado por Zhao et al. (2018).

En el cromosoma 9 IND, se identificé un QTL para tAs, que comparte region con 4
QTL reportados para As por Murugaiyan et al. (2019). También se identificd un
QTL en JAP para Cd, que comparte regién con un QTL reportado para Cd por Liu

et al. (2019). A su vez, se identificaron dos QTL para Cd, que comparten regiones
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con dos QTL reportados para Cd por Zhao et al. (2018) y Liu et al. (2019),

respectivamente.

En el cromosoma 11 se detectaron dos QTL para tAs en IND, que comparten

respectivamente, regiones con dos QTL para As reportados por Liu et al. (2019).

En el cromosoma 12 se detectd un QTL para Cd en IND, que comparte una region
por un QTL reportado para Cd por Liu et al. (2019).

En la Tabla 2 se muestran los SNP y haplotipos seleccionados en cada modelo
multilocus para tAs. Las PVE estimadas con los modelos multilocus para cada
elemento se muestra en la Tabla 3. La PVE por los QTL para los valores fenotipicos
de un mismo afio en IND (Tabla 3) fue mayor a 30%, sin embargo, la PVE cruzadas
estimadas con los QTL de un afio y los valores fenotipicos del otro no superaron en
ningun caso 15%. Para JAP la PVE de un mismo afio fue <20%, y los valores de
PVE cruzada fueron <5%. (Tabla 3). El PVE explicado tanto para tAs como para
Cd con los SNP seleccionados en los modelos multilocus fue mayor en la
subespecie IND (34% y 43% para tAs en E1 y E2 respectivamente, y 47% para Cd
en E2) que en la JAP (17% para tAs en E1 y 20% para Cd en E2). Estos valores

presentan un rango de moderado a alto en IND y de moderado a bajo en JAP.
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Figura 6. Mapa fisico y ubicacion de los QTL detectados para la concentracion en grano de arroz de arsénico total (tAs) y cadmio
(Cd) en la poblacién de mapeo. Los QTL correspondientes a cada ensayo (E1 y E2) se muestran a la izquierda y a la derecha de
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este trabajo. La ubicacidn de los QTL identificados en este trabajo corresponde al SNP con el p-valor més significativo de las
regiones correspondientes.
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Tabla 1. SNP seleccionados en el modelo conjunto multilocus para la determinacién de la proporcion de la varianza
fenotipica explicada (PVE) por los QTL de tAs. Los SNP de un mismo QTL formando haplotipos se muestran separados
por una barra. Se muestra el valor de PVE de cada SNP individual.

Afo Tipo Cromosoma SNP PVE
1 S1_ 37653358 5%
4 S4 33868575 5%
IND 8 S8.11054470 7%
8 S8_26989908 6%
El 9 S9 19107492/ S9 19408013 16%
11 S11 23845567 12%
1 S1 1599138 7%
JAP 5 S5_18932654 5%
7 S7_27898174 13%
1 S1 8986577 12%
1 S1 1345895 11%
1 S3 14658182 14%
IND 2 S4 24473366 10%
=2 7 S7_16526026 5%
7 S7_18504277 6%
10 S10 14683637/ S10_ 14501488 15%
JAP - -

Tabla 2. Proporcion de la varianza fenotipica explicada (PVE) para tAsy Cd
en las poblaciones IND y JAP, para los ensayos fenotipicos en los que se
obtuvieron valores H?>0. También se muestran los valores de la PVE de

ensayos E1 explicada por los QTL identificados en E2 y viceversa, y la PVE

cruzada entre tAs y Cd.
IND JAP
tAsE1l tAsE2 CdE2 tAsEl CdE2

tAsE1l 34% 5% 12% | tAsE1 17% 3%
tAs E2 3% 43% 13% | CdE2 1% 20%
Cd E2 8% 4% 47%
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Los graficos que muestran los efectos de sustitucion alélica en el contenido de tAs

y Cd para los QTL del modelo multilocus final en las poblaciones IND y JAP

analizadas en E1 y E2 se muestran en el ANEXO (Figura Al).

4.2 Marcadores en genes candidatos

Se encontrron 15 genes candidatos para transporte o absorcion de especies de As

reportados en la bibliografia (Tabla 3).

Tabla 3. Genes candidatos reportados, asociados al transporte y/o absorcién de diferentes especies

de As en la planta de arroz.

Cromosoma Gen Tamano (pb) Locus Funcién REFERENCIA
CH 01 P450 2441 0s01g43740 Respuesta a estrés ~ Chakrabarty et al., 2009
CHO01 OsGrx_C7 766 0s01G27140 Reductasa Verma et al., 2016
CH 01 OsCLT1 8941 0s01g0955700  Transportador CRT Yang et al., 2016
CH 02 LSI1 3608 0s02G51110 Acuaporina Ma et al., 2008
CH 02 OsHAC1;1 2487 0s02G01220 Arsenato reductasa Shi et al., 2016
CH 02 OsGrx_C2.1 1876 0s02G40500 Regulacion redox Verma et al., 2016
CH 02 OsHAC4 2459 0s02g0157600  Sulfuro transferasa Xu et al., 2017
CH 03 LSI2 2724 0s03G01700 Acuaporina Ma et al., 2008
CH 04 OsHAC1;2 2656 0s04G17660 Sulfuro transferasa Shi et al., 2016
CH 04 OsABCC1 11342 0s04G52900 Detoxificacion Song et al., 2014
CH 04 OsPT4 2987 0s04G10750 Transporte fosfato Yeetal., 2017
CH 05 OsPCS1 2615 0s05g0415200 Fitoquelatina sintasa Hayashi et al., 2017
CH 07 OsNRAMP1 4856 0s07g0258400 Bactericida Tiwari et al., 2014
CH 07 OsPHR2 5536 0s07G25710 Transporte fosfato Wu et al., 2011

36



Los genes en los que se encontraron SNP intragénicos segregantes en las lineas
seleccionadas fueron: LSI2, OsABCC1, OsPT8, OsGrx C2.1, OsHAC4 vy
OsHACL1;2 (Tabla 4).

Por medio del andlisis bioinformatico se determind que todos los SNP evaluados se
encontraban en regiones codificantes de cada uno de los genes candidatos

seleccionados, respectivamente.

Los SNP con efecto significativo en el contenido de iAs fueron: S3_431326 (LSI2),
S10 16037647 (OsPT8), S2 24567131 (OsGrx_2.1), y las interacciones:
S3 431326 por S10_16037647 y S4 31505231 (OsABCC1) por S10_16037647
(Figura 7). También fueron significativos los efectos del ensayo y la subespecie,
con valores mas bajos de z1 respecto a z2 y de JAP respecto a IND (Figura 8).

Para contenido de tAs no se encontrd un efecto significativo de ninguno de los
marcadores moleculares. Si tuvo un efecto significativo el afio y el tipo de cultivar,
siendo mas bajos en las lineas JAP respecto a las IND y en z2 respecto a z1 (Figura
9).
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Tabla 4. Lineas y variedades seleccionadas y evaluadas en los ensayos z1 y z2 para estimacion de efectos genotipicos y de genes
candidatos. Se muestran los genes candidatos analizados con sus SNP intragénicos correspondientes.

GEN
LSI2 OsABCC1 OsPT8 OsHAC4 OsGrx_2.1
LINEA Subespecie SNP1 SNP1 SNP2 SNP1 SNP2 SNP1 SNP1
S3_431326 S4_31505231 S4_31506890 S10_16037647 S10_16038003 S2_3142214 S2_24567131
El Paso 144 IND G G T T T G T
INIA_Merin IND G G T C C G TC
INIA_Olimar IND G G T T T A T
SLF_09_246 IND c G T Cc C A T
SLF_10_199 IND Cc G T Cc C A T
SLF_10_240 IND G G T T T A T
SLF_10_400 IND G G T T T A T
SLI_09_12 IND C T C T T A T
SLI_09_157 IND C G T T T A T
SL1_09_190 IND G G T C C A T
SLI1_09 193 IND G G T T T A T
SLI1_09_197 IND C G T C C G T
SLI1_09_20 IND G G T C C G T
SLI1_09_204 IND G T C C C G T
SLI1_10_021 IND c T C c c A T
SL1_10_024 IND G T c T T A T
SL1_10 034 IND G T C T T G T
JAP_8691 JAP Cc G T C C A T
JAP_9137 JAP Cc G T C C G T
JAP_9172 JAP Cc G T C C A T
JAP_9239 JAP C G T C C G Cc
JAP_9292 JAP C G T C C G C
JAP_9355 JAP Cc G T C C A C
JAP_9356 JAP Cc G T C C G T
JAP_9429 JAP Cc G T C C A C
JAP_9460 JAP Cc G T C C A C
JAP_9462 JAP C G T C C G C
JAP_9498 JAP C G T C C A C
JAP_9499 JAP C G T C C A C
JAP_9661 JAP C G T C C A T
Parao JAP C G T C C A T
INIA_Tacuari JAP C G T C C G T
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Figura 7. Efecto de marcadores moleculares en los genes candidatos LSI12 (SNP S3_431326), OsPT8
(SNP S10_16037647) y OsGrx_2.1 (SNP S2_24567131) sobre el contenido de arsénico inorgéanico
(iAs) en grano ([iAs] mg/kg). Se muestran los efectos de sustitucién alélica de los 3 SNP maés

GC

S3_431326/ 510_16037647

GC

GT

relevantes en el contenido de iAs en los ensayos realizados en 2018/19 (z1) y 2019/20 (z2).

39




. . e | Subespecie
o = S | relfed
2 o £ o | . i ‘ .
i . RN |
006 . . . = 0z - 5
T
I | ) :
2 2 » : "

Figura 8. Contenido de arsénico inorgénico (iAs) en grano en Figura 9. Contenido de arsénico total (tAs) en grano en
genotipos indica (IND) y japénica tropical (JAP) en los genotipos indica (IND) y japonica tropical (JAP) en los
ensayos realizados en 2018/19 (z1) y 2019/20 (z2) ensayos realizados en 2018/19 (z1) y 2019/20 (z2)

Estimacion de efectos genotipicos para el contenido de iAs y tAs.

Las heredabilidades de iAs en el ensayo z1 fueron 0,92 (IND) y 0,71 (JAP) y en z2
0,89 (IND) y 0,90 (JAP). Para tAs solo el efecto afio fue significativo y las
heredabilidades en z1 fueron 0,34 (IND) y 0,21 (JAP) y en z2 0,00 (IND) y 0,12
(JAP). En ambos ensayos los valores del contenido de iAs fueron
significativamente mayores en IND (media 0,071 mg/kg) que en JAP (media 0,054
mg/kg) (Figura 10). También fueron significativos los efectos del tiempo de pulido
del grano y el afio. La diferencia entre subespecies no fue significativa para
contenido de tAs. Sélo se encontrd una correlacion genética significativa entre el
contenido de iAs y de tAs en z2 en materiales JAP. Para el contenido de tAs el afio
de ensayo fue el Unico efecto significativo (p<0,05), con valores de tAs menores en
z2 respecto a z1 (Figura 10). La correlacién de Pearson entre el porcentaje de iAs y

el contenido de tAs fue de 0.36 y significativa (p<0,05) (Figura 10).

De las 13 lineas con menor contenido de iAs segun la prueba de Tukey, tres fueron
indicay el resto japénica tropical (Figura 12). Las lineas con mejor comportamiento
para contenido de iAs mantuvieron bajos niveles en ambos ensayos. La interaccion
genotipo por afio encontrada se debid principalmente al comportamiento de las
variedades INIA Merin y Parao, que tuvieron valores bajos de iAs en z1 y altos en

Z2.
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Figura 10. Distribucion y correlacion de las medias fenotipicas ajustadas del contenido de arsénico
inorganico (iAs) y arsénico total (tAs) (en mg/kg), para (a) subespecie indica (IND) en el ensayo z1,
(b) IND en ensayo z2, (c) japonica tropical (JAP) en el ensayo z1, y (d) JAP en ensayo z2. En las
diagonales de cada panel se muestra la distribucion de las medias fenotipicas, en el recuadro fuera
de la diagonal inferior se muestra el grafico de dispersion de iAs en funcién de tAs, y en el recuadro
fuera de la diagonal superior | se muestra la correlacién de Pearson entre iAs y tAs para cada ensayo
y subespecie. Los asteriscos indican el rango de P valor de la correlacién (*p<0.05; **p<0.01;
***n<(0.001).
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t-Tukey Ranking z1  Ranking z2

SLI_09_1931 A 32 30
SLF_10_400 A 31 31
SLF_10_240 —T— | R— A 29 32
SLI_09_121 ABC 27 29
SLI_09_20- — e A8 28 28
SLI_10_0341 | — ] AB 30 26
SLI_10_0241 & e ABC 26 25
SLF_10_199 — e m— 8CE 23 24
Olimar | E— X — ABCD 24 22
El paso 1441 | m— | ABCD 25 17
SLI_09_1571 N remmmm— BCDEF 20 20
JAP_91371 BCDEFG 19 21
Merin BCDEFG 12 27
Tacuari DEFGHIK 21 16
JAP_8691 CDEFGHII 22 14
% SLI_09_190 BCDEFGHI 16 19
8 SLI_09_204 DEFGHIKL 17 18
Parao BCDEFGH 13 23
JAP_9292 EFGHUKLM 14 15
SLF_09_2461 N 15 12
JAP_9462 EFGHUKLMN 1 3
JAP_93551 GHUKLMN 1 9
JAP_9661 ENSAYO UKLMN 18 3
JAP_92391 = g UKLMN 10
JAP_9356 FGHUKLMN 14
JAP_9460 HIUKLMN 11 7
JAP_91721 HUKLMN 7 8
JAP_9498 KLMN 4 6
SLI_09_1971 JKLMN 5
SLI_10_0211 LMN 6 2
JAP_94991 MN 1 4
JAP_9429 MN 2 1
004 0.06 008 010

[iAs] mg/kg

Figura 12. Ranking de cultivares y efecto del genotipo en el contenido de arsénico inorganico (iAs)
de las lineas evaluadas. Las diferencias entre genotipos fueron significativas (p<0,05), y las
agrupaciones obtenidas mediante el test de Tukey se muestran con letras mayusculas a la derecha
del gréfico. Las columnas de ranking z1y z2, muestran la posicion de cada linea en cada ensayo de
acuerdo al contenido de iAs, con orden ascendente del 1 a 32. Las lineas azules conectan los primeros

diez cultivares que se repitieron como los mejores para bajo contenido de iAs durante los dos afios.

43



5- Discusion

Evaluacién de subespecies y contenido de elementos quimicos

Las diferencias significativas entre subespecies IND y JAP para tAs, Se, DMA 'y
As(V) en E1, y de Cd en E2 concuerdan con la bibliografia donde se reporta que la
subespecie IND tiene mayor acumulacion de elementos como metales pesados y
otros compuestos toxicos que la JAP. En un trabajo realizado por Jiang et al. (2012)
donde utilizaron 216 genotipos de diferentes variedades de arroz mostraron que las
variedades de la subespecie IND contenian valores mas altos de contenido de Asy
Pb respecto a las variedades de la subespecie japdnica. Estos resultados también
concuerdan con los de Liu et al. (2005), donde demuestran en un estudio de la
variacion del contenido de Cd entre diferentes cultivares, que aquellos
pertenecientes a la subespecie japdnica acumulaban valores méas bajos de este metal
en comparacion con las de la subespecie IND.

A pesar de la alta variabilidad entre en el contenido de los diferentes compuestos
cuantificados, en todos los casos el contenido de iAs como el de Cd, Se y Pb estuvo
por debajo de los limites establecidos para el consumo humano y regulados por los
organismos internacionales. Los niveles de iAs determinados fueron similares a los
obtenidos por Campos et al. (en proceso de publicacion), donde evaluaron
diferentes tipos de riego y su efecto en el contenido de iAs en arroz uruguayo, y
Roel et al. (2021) donde se evalué el contenido de iAs a nivel nacional en
condiciones productivas. A su vez, este trabajo determind también el contenido de
DMA obtenido durante la especiacion de As. Estos resultados demuestran que el
principal componente de As presente en los granos de arroz de las poblaciones y
condiciones estudiadas es el DMA, acompafiado de una pequefia proporcion de iAs,
gue aun para valores altos de tAs, en ningun caso supera el valor de 0.11mg/kg.
Este comportamiento de las contribuciones de iAs y DMA en el contenido de tAs
en los granos de arroz concuerda con los reportes de diversos trabajos publicados
(Carey, M. et al.,, 2019; Farias et al., 2014; Yamily et al., 2007), y en una
investigacion que caracterizaba especificamente los cultivos de Estados Unidos
(Williams et al., 2005). Un estudio realizado por Meharg et al. (2009), muestra
como en las zonas templadas hay una mayor proporcion de DMA que en otras
regiones. En dicho trabajo demostré que el iAs dominaba cuando la suma en grano

de las especies de As era <0.1mg/kg, pero con DMA predominando en contenidos
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de tAs en grano mas altos. En el mismo sentido, este trabajo encontrd una relacién
directa entre el contenido de tAs y la proporcion de éste que es iAs.

Debido a que la planta de arroz no tiene la capacidad de metilar el iAs para formar
especies como el DMA, se han realizado diversas investigaciones acerca de los
microorganismos capaces de metilar el As, demostrando que estos son los
responsables de la presencia de especies metiladas de As en grano (Jia et al., 2013;
Lomax et al., 2011; Di et al., 2019; Reid et al., 2017; Afroz et al., 2019; Chen et
al., 2019). En base a esto, seria de gran interés estudiar la microbiota presente en el
cultivo de arroz en condiciones productivas, y analizar su capacidad de metilacion
para determinar el rol de estos microorganismos en el contenido de tAs en grano en
los cultivares y condiciones ambientales locales. Este puede ser un componente
clave para la reduccion del tAs en el arroz uruguayo, que mejoraria ain mas las
condiciones de inocuidad de la produccion.

Si bien la varianza fenotipica del contenido de tAs puede ser atribuible a diferencias
genéticas entre las lineas evaluadas, este elementd se vio fuertemente afectado por
el ambiente y por la interaccion de éste con el genotipo.

A su vez la H? fue més alta en la poblacion IND respecto a la JAP. Estos resultados
pueden ser comparables a los presentados por Campbell et al. (2020), donde se
propone que las diferencias de heredabilidad obtenidas entre las subespecies se
deben en gran medida a la pérdida de variabilidad genética que ha tenido la
subespecie JAP frente a IND desde la domesticacion del cultivo, y a un aumento de
los efectos ambientales en lugar de una pérdida de variacion fenotipica.

La importante interaccidn genotipo por ambiente evidenciada en los ensayos E1 y
E2 para todos los elementos, se alinea con los resultados obtenidos por Duan et al.
(2017), donde realizaron dos ensayos con 471 cultivares en el sur de China, y
determinaron que el efecto del genotipo sobre el contenido de Asy Cd, fue de 38%
y 31%, y de 30% y 48% para cada uno de los elementos en cada ensayo,
respectivamente. Encontraron a su vez que los efectos de genotipo, ambiente, e
interaccion genotipo por ambiente fueron significativos para el contenido de As 'y
Cd en el grano.

La ausencia de correlaciones entre tAs y Cd tanto en E1 como en E2, asi como la
muy baja concentracion de Pb y Se, sugiere que el control genético es diferente para

cada uno de estos elementos, por lo que, al realizar seleccion fenotipica basada en
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el contenido de tAs en grano, no existiria un problema de seleccion indirecta

respecto a estos metales.

Mapeo de QTL

El 75% de los QTL identificados pertenecen a la subespecie IND. En las poblaciones
analizadas el mayor nimero de SNP obtenidos por GBS puede deberse a que el
Illamado de SNP se realiz6 sobre el genoma de referencia de Nipponbare, de
subespecie JAP. Sin embargo, esto coincide con varios estudios de diversidad
genotipica que reportan mayor diversidad en IND que en JAP (Thomoson et al.
2007, Cerioli et al. 2022). Esta mayor variabilidad genotipica también se refleja en
algunos trabajos en una mayor cantidad de QTL detectados en IND. Campbell et al.
(2020) encontraron que la subespecie IND exhibia aproximadamente un 12,6% mas
de diversidad de expresion génica en comparacion con JAP, y que esta ultima,
contiene en general, una diversidad genética menor en relacion a la subespecie IND.
Esta diferencia en la diversidad genética entre IND y JAP, junto con las diferencias
en H2 de los rasgos estudiados, puede explicar las diferencias en nimero de QTL
detectados en ambas poblaciones en el presente trabajo.

Del total de los 45 QTL detectados, 16 co-localizan con QTL para As y Cd
reportados previamente (Liu et al., 2019; Murugaiyan et al., 2019; Zhao et al.,
2018; Zhang et al., 2008). El QTL para tAs identificado en el cromosoma 5 de JAP
se encuentra en una region adyacente a la region codificante del gen OsPCS1
(Hayashi et al., 2017), un gen con un papel importante en la reduccién de As en el
grano. Por lo tanto, se confirma la presencia de 29 nuevos QTL para tAs (n=18) y
Cd (n=11) presentes en el germoplasma del PMGA, que hasta el momento no han
sido reportados. No se pudo realizar un mapeo para Pb, debido a que los datos para
este metal estuvieron en su gran mayoria por debajo del limite de deteccién durante
los analisis quimicos. Tampoco se realizd mapeo asociativo para Se ya que la
variacion fenotipica observada de su contenido en grano fue adjudicada
completamente al efecto del ambiente (H?=0), lo que invalidaria cualquier analisis
de identificacion de QTL.

El PVE para tAs por cada QTL individualmente, con una variacién de entre 5% y

15%, tuvo valores algo menores a los reportados en trabajos como los de Kuramata
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etal. (2013) y Zhang et al. (2008), en donde los valores oscilaron entre 12% y 25%,
y entre 18% y 35% en dos ensayos consecutivos, respectivamente. Esto puede
deberse a una sobreestimacion en las publicaciones mencionadas, por tratarse de
resultados obtenidos de poblaciones biparentales con recombinacion cromosémica
y numero de marcadores menores a los de este trabajo.

Las PVE de un ensayo explicadas por los QTL identificados en el otro ensayo fueron
bajas, indicando una importante interaccion entre QTL y ambiente. La PVE de un
determinado metal explicada por los QTL identificados para los otros metales no
supero en ningun caso el 13%, lo que sugiere que la seleccién asistida para uno de
los rasgos no acarrearia una ganancia genética importante en los demaés. Estas
ultimas observaciones acerca de los diferentes controles genéticos que puede existir
entre diferentes elementos a nivel de QTL y sobre la existencia de interaccion entre
QTL por ambiente, también fueron reportadas por Norton et al. (2012) en un trabajo
realizado para la identificacion de QTL asociados tanto para As y Cd, como para
variedad de elementos como zinc y hierro, entre otros.

Los QTL identificados de un ensayo explican una alta proporcion de la varianza
fenotipica de tAs y Cd de ese mismo afio (20%<PVE<47%). Si esta alta PVE se
mantuviera a lo largo de los diferentes ensayos, seria sugestiva de que aplicar
seleccion asistida con los SNP de los respectivos QTL permitiria una buena
ganancia genética. Sin embargo, esos mismos QTL explican muy poco de la
varianza fenotipica (baja PVE entre diferentes ensayos) de afios diferentes al que
fueron identificados, lo que genera una limitante a la aplicabilidad de seleccion
asistida con dichos marcadores. La magnitud de la interaccion entre QTL por
ambiente encontrada, hace necesario un estudio mas exhaustivo de la misma, por
ejemplo, caracterizando las variables ambientales (riego, tipo de suelo, pH,
condiciones redox, microbiota, etc.) que se asocian a la deteccion de cada QTL.
Este trabajo pone en evidencia la importancia del efecto ambiental en los caracteres
estudiados, asi como su interaccion con los efectos genéticos y genotipicos. Para
futuros experimentos seria deseable lograr un mayor control del efecto ambiental,
para lo cual se sugiere tanto la realizacion de ensayos de campo con mayor nimero
de repeticiones, como la realizacion de experimentos en condiciones ambientales y
micro ambientales controladas (por ejemplo, en inverndculo usando macetas con

suelo homogéneo). Asimismo, el estudio de la interaccion genotipo por ambiente
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requeriria evaluar estos rasgos en un nimero mayor de ambientes, por ejemplo,

abarcando mas afos, sitios y/o manejos agronémicos.

Evaluacién de marcadores moleculares en genes candidatos

Al igual que en el estudio de mapeo asociativo, la subespecie IND presentd valores
mas altos de tAs que la subespecie JAP, tanto en z1 como en z2. El no haber
detectado ningin efecto significativo de los marcadores estudiados sobre el
contenido de tAs, junto a los bajos valores de H? obtenidos, refuerzan la idea del
fuerte rol ambiental en el contenido de tAs, y hace mas complejo determinar
asociaciones entre el contenido de tAs y factores genéticos.

Los marcadores evaluados tuvieron un efecto significativo y consistente sobre el
contenido de iAs en ambos ensayos, en cuatro de los cinco genes candidatos
seleccionados. El efecto significativo que tuvieron los genes OsPT8, LSI2,
OsABCC1y OsGrx_2.1, concuerda con los reportes de los mismos y su asociacion
al contenido de iAs en la planta (Wang et al., 2016; Ma et al., 2008; Song et al.,
2014; Verma et al., 2016). Estos genes segregantes en el germoplasma de INIA
podrian ser utilizados para seleccion asistida por bajo iAs en el PMGA,
requiriéndose para ello una validacion en una poblacion de mayor tamafo y
diversidad que la utilizada en este experimento.

Si bien hubo una diferencia significativa entre un ensayo y otro, con valores mas
bajos en z1 respecto a z2, los efectos alélicos de los SNP fueron constantes en ambos
ensayos, lo que sugiere su baja interaccion con el ambiente.

Los ensayos z1'y z2 fueron balanceados y con un adecuado nimero de repeticiones,
permitiendo una estimacion robusta y confiable de la heredabilidad de iAs y tAs.
La mayor H? de iAs con respecto a la de tAs, sugiere que la ganancia genética para
el contenido de iAs en grano tanto mediante seleccion fenotipica como asistida por
marcadores moleculares, seria mayor que para el contenido de tAs.

El genotipo también tuvo un efecto significativo en el contenido de iAs, el cual en
general no se vio afectado por el ambiente para los ensayos realizados. Se encontr6

una moderada pero significativa interaccion entre genotipo y afio. Al comparar el
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ranking de lineas evaluadas entre un afio y otro las mejores y peores lineas para bajo
contenido de iAs se mantuvieron constantes en z1 y z2. Esto permitio determinar
genotipos promisorios para bajo contenido de iAs, que pueden ser considerados
para futuros cruzamientos por el PMGA para el objetivo de mejorar la inocuidad
del grano.

El efecto en el contenido de iAs por el tiempo de pulido del grano, muestra que este
podria ser un factor a considerar a futuro en el manejo agronémico post-cosecha,

como una herramienta mas, que ayudaria en la reduccion del iAs.
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6- Conclusion y perspectivas

En base a los analisis realizados, los resultados han demostrado que el germoplasma
de arroz uruguayo, en las condiciones estudiadas, se caracteriza por presentar un
bajo contenido de iAs en grano. Esto representa una ventaja para la produccion

nacional en lo que respecta a la inocuidad alimentaria.

La variabilidad genética asociada al contenido de As encontrada permitio detectar
marcadores moleculares asociados a bajo contenido de este elemento, que al no
repetirse en diferentes afios de ensayo, deberian estudiarse en mayor profundidad,
para mejorar aln mas esta caracteristica, y permitieran hacer frente a situaciones
adversas e inusuales en las cuéles este contaminante pudiera generar un problema a
nivel productivo. Los resultados de un mapeo de mayor precision, asi como los
genes evaluados en el ensayo de genes candidatos, podrian ser utilizados como

objetivo en edicion génica, y confirmar asi sus efectos.

Implementar métodos alternativos como la técnica de screening para la medicion
de arsénico en campo, es una opcion de bajo costo y veloz para implementar
seleccion para bajo contenido de iAs en los programas de mejoramiento de arroz

nacionales en el futuro.

El efecto ambiental sobre las variaciones en el contenido de As encontradas en este
trabajo sugiere que el estudio de la microbiota de los suelos en los cultivos de arroz
y asociada al contenido de As, debe ser considerada y estudiada en profundidad a
futuro, ya que el conocimiento de la misma puede generar una herramienta para

mitigar los efectos toxicos del As tanto a nivel nacional como internacional.
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ANEXO

Tabla Al. Datos de procesamiento del grano en las muestras utilizadas en los ensayos z1y z2 para

analisis de marcadores SNP en genes candidatos.

z1

linea rep | Tiempo de pulido °Molienda iAs tAs
JAP_9460 1 115 105 0.057 0.44
JAP_9292 1 110 100 0.053 0.37
JAP_9356 1 105 101 0.052 0.37
JAP_9429 1 105 100 0.047 0.34
SLI_09_197 1 105 98 0.043 0.28
SLI_09_190 1 105 103 0.061 0.32
El_Paso_144 1 105 98 0.072 0.49
JAP_9498 1 115 98 0.042 0.32
SLF_10_400 1 112 97 0.078 0.32
INIA_Olimar 1 115 106 0.082 0.37
JAP_9137 1 110 100 0.061 0.47
JAP_9355 1 120 101 0.047 0.51
SLF_09_246 1 160 97 0.039 0.75
JAP_8691 1 115 98 0.070 0.69
INIA_Merin 1 110 102 0.049 0.47
SLF_10_240 1 105 108 0.073 0.51
SLI_10 021 1 108 110 0.048 0.43
SLF_10_199 1 115 101 0.072 0.48
JAP_9239 1 115 97 0.047 0.31
SLI_09_157 1 105 98 0.060 0.44
JAP_9462 1 115 99 0.044 0.27
Parao 1 115 110 0.050 0.33
JAP_9499 1 120 103 0.037 0.31
SLI_10_024 1 105 98 0.078 0.51
INIA_Tacuari 1 120 100 0.058 0.42
SLI_09_204 1 125 98 0.054 0.31
JAP_9661 1 130 103 0.063 0.43
JAP_9172 1 115 102 0.046 0.51
SLI_09_20 1 110 110 0.074 0.85
SLI_09_12 1 110 100 0.074 0.69
SLI_10_034 1 105 98 0.080 0.47
SLI_09_193 1 103 97 0.089 0.45
Parao 2 90 101 0.060 0.40
SLF_10_240 2 90 98 0.092 0.40
JAP_9429 2 105 98 0.042 0.31
SLF_09_246 2 180 97 0.037 0.43
JAP_9172 2 105 102 0.048 0.25
SLI_09_204 2 120 98 0.057 0.32
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JAP_9356 2 100 101 0.045 0.29
SLI_09_20 2 100 105 0.087 0.44
JAP_9137 2 110 98 0.064 0.31
SLI_09_197 2 115 98 0.048 0.31
JAP_9499 2 110 98 0.046 0.44
INIA_Olimar 2 100 101 0.068 0.48
JAP_9355 2 102 98 0.055 0.59
SLI_09_157 2 100 97 0.072 0.76
SLI_09_193 2 100 98 0.103 0.46
El_Paso_144 2 100 97 0.085 0.66
SLI_10_034 2 100 97 0.084 0.36
INIA_Tacuari 2 110 97 0.075 0.38
SLI_09_12 2 115 102 0.083 0.44
SLF_10_400 2 105 102 0.087 0.37
SLF_10_199 2 125 98 0.062 0.40
JAP_9239 2 130 98 0.044 0.26
JAP_8691 2 120 102 0.064 0.33
INIA_Merin 2 120 101 0.052 0.38
JAP_9462 2 115 99 0.049 0.21
JAP_9661 2 135 97 0.046 0.26
SLI_09_190 2 110 100 0.056 0.31
JAP_9292 2 115 98 0.052 0.37
JAP_9498 2 125 107 0.044 0.43
SLI_10 021 2 115 110 0.045 0.43
JAP_9460 2 110 98 0.045 0.36
SLI_10_024 2 105 106 0.078 0.50
z2

linea rep Tiempo de pulido °Molienda As inérganico As total
JAP 9356 2 130 100 0.047 0.26
JAP 9356 3 130 97 0.064 0.46
JAP 9239 2 130 99 0.054 0.21
JAP 9239 3 132 99 0.053 0.41
JAP 9172 2 134 105 0.056 0.23
JAP 9172 3 125 98 0.050 0.30
SLI09-12 2 125 97 0.083 0.29
SLI109-12 3 130 99 0.083 0.24
Merin 2 110 97 0.085 0.35
Merin 3 115 101 0.083 0.33
JAP 9355 2 132 98 0.054 0.31
JAP 9355 3 135 95 0.050 0.17
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JAP 9460 128 104 0.054 0.28
JAP 9460 128 104 0.045 0.53
Olimar 110 103 0.073 0.47
Olimar 113 105 0.079 0.34
SLF 09-246 180 103 0.039 0.24
SLF 09-246 190 97 0.046 0.85
JAP 9429 125 104 0.046 0.37
JAP 9429 128 106 0.036 0.20
SLI110-024 125 108 0.083 0.46
SL110-024 120 105 0.077 0.26
JAP 9661 125 95 0.044 0.19
JAP 9661 130 98 0.044 0.18
Tacuari 148 102 0.054 0.45
Tacuari 148 100 0.059 0.38
SLI09-193 125 105 0.091 0.27
SLI09-193 120 104 0.078 0.21
SLF 10-199 150 96 0.072 0.41
SLF 10-199 155 106 0.070 0.25
SLI09-197 120 107 0.043 0.23
SLI09-197 115 95 0.058 0.19
JAP 8691 120 99 0.061 0.26
JAP 8691 125 107 0.062 0.29
SLF 10-400 120 106 0.087 0.30
SLF 10-400 120 106 0.094 0.26
SLF 10-240 120 107 0.105 0.55
SLF 10-240 120 106 0.078 0.26
JAP 9499 120 97 0.049 0.20
JAP 9499 120 98 0.045 0.36
JAP 9137 120 101 0.073 0.29
JAP 9137 120 101 0.073 0.71
SL109-157 120 97 0.073 0.28
SL109-157 130 100 0.070 0.41
SLI09-20 120 105 0.091 0.41
SLI109-20 120 105 0.076 0.29
SLI09-190 115 95 0.069 0.24
SLI109-190 120 101 0.077 0.54
JAP 9292 120 101 0.064 0.29
JAP 9292 120 95 0.062 0.31
Parao 105 107 0.078 0.41
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Parao 100 107 0.079 0.41
SLI09-204 135 105 0.065 0.24
SLI09-204 130 99 0.069 0.22
SLI110-021 128 107 0.044 0.63
SLI110-021 120 95 0.041 0.30
SLI110-034 128 104 0.082 0.61
SLI110-034 120 104 0.079 0.29
JAP 9462 120 107 0.061 0.32
JAP 9462 117 102 0.062 0.53
El paso 144 110 100 0.072 0.27
El paso 144 110 99 0.073 0.33
JAP 9498 120 98 0.054 0.29
JAP 9498 122 96 0.047 0.33
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Tabla All. QTL identificados para tAs, Cd y Se en las poblaciones de mapeo.

As Cd Se
Chromosome N . N size
position (Mpb) (Mpb) type year position (Mpb) (Mpb) type year position (Mpb) (Mpb) type year
1,59:1,74 0,15 JAP 2018 JAP
29,30:31,62 2,32 IND 2019 5,97:7,12 1,15 2019
1,25:1,64 0,39 IND 2019
1 8,80:9,32 0,52 IND 2019 JAP
19,46:19,84 0,38 IND 2019 42,56:43,21 0,65 JAP 2019 42,56:43,21 0,65 2019
37,54:37,65 0,11 IND 2018
2 5,30:5,69 0,39 IND 2019 - 6,81:7,02 0,21 JAP 2019
14,51:14,88 0,37 IND 2019
3 16,43:16,59 0,16 IND 2019 - -
30,98:31,21 0,23 IND 2019
17,48:19,48 2,0 IND 2019
4 23,33:24,47 1,14 IND 2019 33,66:33,68 0,02 IND 2019 31,85:31,86 IND 2019
33,84:33,86 0.02 IND 2018 33,84:33,87 0,03 IND 2019
5 18,93:19,08 0,15 JAP 2018 - -
5,64:6,37 0.73 JAP 2019
6 - 2,83:4,42 1,59 IND 2019
24,33:24,61 0,28 JAP 2019
15,85:16,52 0,67 IND 2019
16,12:16,85 0,73 IND 2019
7 18,50:20,09 1,59 IND 2019 -
27,83:29,64 1,81 JAP 2018 26,25:27,69 1,44 JAP 2019
8,44:11,72 3,28 IND 2018
8 23,38:23,59 0,21 IND 2019 27,82:28,39 0,57 JAP 2019 -
26,97:27,07 0,1 IND 2018
9 18,27:20,37 2,1 IND 2018 6,67:7,09 0,42 IND 2019 -
10,70:11,84 1,14 IND 2018 IND
20,34:20,35 0,01 2019
10 14,49:14,77 0,28 IND 2019 17,24:17,61 0,37 JAP 2019
17,21:18,38 1,17 JAP 2018 22,21:22,83 0,62 IND 2019
2,13:2,53 0,4 IND 2019 3,37:3,81 0,44 IND 2019
11 6,92:7,72 0,8 IND 2019 22,42:24,92 2,5 IND 2019 25,42:25,98 0,56 IND 2019
20,9:23,98 3,8 IND 2018 4,81:4,82 0,01 JAP 2019
IND 9,37:10,95 1,58 IND 2019
8,89:9,18 0,29 2018 17,93:19,33 14 IND 2019
12 22,53:22,96 0,43 IND 2019 -
IND 25,51:26,24 0,73 IND 2019
14,21:14,48 0,27 2018
26,28:26,41 0,13 IND 2019
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Figura Al. Graficos de cajas de las medias ajustadas del contenido de arsénico total (tAs) y cadmio (Cd) en las
poblaciones indica (IND) y japonica tropical (JAP) analizadas en E1y E2, para los QTL del modelo multi-locus
final. Los QTL estan representados por el SNP y/o haplotipo mas significativo de cada region con sus dos alelos

(Oy1).
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