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INTRODUCCION

El programa de mejoramiento genético de
arroz de INIA (PMGA) requiere la implemen-
tacion de seleccion asistida por marcadores
moleculares (MAS) en forma rutinaria para
mejorar la eficiencia de la seleccion y ace-
lerar la ganancia genética. Existen diver-
sas estrategias para identificar marcadores
asociados a rasgos de interés que permitan
utilizar MAS. Una de ellas es el mapeo aso-
ciativo gendémico (GWAS por sus siglas en
inglés). EI PMGA y la Unidad de Biotecnolo-
gia de INIA ejecutaron el proyecto de mapeo
asociativo en arroz (PMAA) estudiando la
asociacion entre mas de 70.000 marcadores
de tipo SNP y los principales rasgos cuanti-
tativos de interés para el programa. Se iden-
tificaron varios loci asociados a estos rasgos
(QTL). Las variables mapeadas fueron tiem-
po de floracion (FT, Rosas et al., 2017), altu-
ra de planta (PH, Rosas et al., 2017), yesado
(GC, Quero et al., 2018), % de entero (PHR,
Quero et al., 2018), blanco total (YAM, Que-
ro et al., 2018) y resistencia a Brusone (LB,
Rosas et al., en preparacion). Este trabajo
busca aplicar esos descubrimientos en la im-
plementacion rutinaria de MAS en el PMGA,
mediante la validacion de los SNP identifica-
dos en una nueva poblacién independiente a
fin de corroborar los hallazgos del GWAS. El
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objetivo de este trabajo fue validar los SNP
identificados en estudios de GWAS previos
determinando la asociacién entre estos SNP
y las variables de interés en una poblacién
independiente de la poblacién de mapeo y
representativa del germoplasma avanzado
actual del PMGA.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de SNPs a validar. Se selecciona-
ron los SNPs mas significativos (con mayor
-log,,(P) y menos datos perdidos) de los QTL
con mayor proporcién de varianza fenotipica
explicada (PVE) encontrados en los analisis
de GWAS realizados en el marco del PMAA
mencionados en la introduccion.

Poblacion de validacion. EI PMGA selecciono
dos poblaciones (500 indicas y 500 japdnica
tropical) independientes de la poblacion uti-
lizada para el mapeo asociativo. Las lineas
de tipo indica no presentaron la variabilidad
genotipica necesaria para realizar la valida-
cion. Se trabajo por lo tanto con las 500 li-
neas de tipo japdnica tropical.

Genotipado de SNPs. Se sintetizaron ce-
badores KASP (LGC Genomics) para cada
SNP, utilizandolos para genotipar las lineas
en un equipo QuantStudio (Applied Biosys-
tems). El llamado de alelos se realizd con
el software QuantStudio Design & Analysis
(Applied Biosystems).
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Datos fenotipicos y estimacién de medias fe-  independientes e idénticamente distribuidos.
notipicas. Se consolidaron para su analisis Los modelos se ajustaron con la funcién Imer
conjunto los datos de ensayos de campo de  del paquete Ime4 en R.

los afios 2003, 2004, 2006 y de 2013 a 2017

de los materiales de tipo japdnica tropical con ~ Analisis de asociacion SNP — fenotipo. Se
datos para las mismas variables mapeadas ajusté un modelo de regresién lineal con los
(FT, PH, GC, PHR, YAM, LB), agregandose BLUPs de las lineas genotipadas como va-
ademas contenido de amilosa (AC). Se pre- riable de respuesta y los valores genotipicos
dijeron los efectos genotipicos de las lineas de cada SNP como variable regresora. Las
(BLUPs) para cada variable fenotipica con el  regresiones se ajustaron con la funcién Im

modelo de la ecuacion 1: en R base. Se obtuvo el R? de cada regre-
sion como estimador de la proporcién de la
Ecuacion [1] varianza fenotipica explicada (PVE) por cada

Y. _'u+Li+Bj(k)+Ek+Zl+e

ki = SNP, asi como el -log, (P) del coeficiente de

regresiéon como estimador de la asociacion
donde Y, es la observacion de la variable ~ SNP-fenotipo.
de respuesta para el cultivar i en el bloque
j, ensayo k y zafra |; u es el efecto fijo de la RESULTADOS
media general; C, es el efecto aleatorio del
cultivar i; B, es el efecto aleatorio del blo- Las distribuciones de las variables feno-
que j anidado en el ensayo k; E_es el efecto  tipicas para la poblacion de validacion se
aleatorio del ensayo k; Z es el efecto alea- presentan en la figura 1. A excepcion de re-
torio de la zafra |, y €, €S el efecto residual  sistencia a Brusone en hoja (LB), todas mos-
para el cultivar i, bloque j, ensayo k, y zafra  traron una buena adecuada dispersién para
I. Todos los efectos aleatorios se asumieron la validacion.
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Figura 1. Distribucion de valores fenotipicos para las variables a validar. FT: tiempo de floracion, GC: yesado,
AC: amilosa, LB: brusone en hoja, YAM: entero, PHR: blanco total, PH: altura.
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Las regresiones de SNPs seleccionados
(s6lo se muestran los que tuvieron un R?
mayor a 0,05) se muestran en la figura 2,
detallando el efecto B estimado del SNP, el

R?de la regresion, el numero de individuos
con datos genotipicos y fenotipicos usado
para ajustar el modelo, y el -log, (P) del B
estimado.
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Figura 2. Regresion de las variables fenotipicas de interés (FT= tiempo de floracion, AC= contenido de
amilosa, PHR= % de entero, PH= altura de planta) en los estados alélicos de los SNP (0= alelo con
mayor frecuencia, 1= alelo con menor frecuencia) para las cuales se encontré un PVE mayor a 5%.
Para cada SNP se muestra el efecto, el R? de la regresion, el nimero de individuos con datos y el

—log,, del P-valor.

En general los SNPs tuvieron baja PVE. Sélo
4 SNP tuvieron PVE mayor a 10 (R?> mayor a
0,1), para tres variables (FT, AC, y PH). Los
10 SNPs con PVE mayor a 5% se sefialan
en el cuadro 1. Los efectos de estos SNPs
son de buena magnitud, sobre todo consi-
derando que fueron estimados a partir de

BLUPs, lo cual genera un encogimiento en
la magnitud de los efectos estimados. Por
ejemplo, el SNP S3_1299562 tiene un efec-
to estimado de una semana en el tiempo de
floracion, y el S1_38292063 de 6 cm en la
altura de planta.
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Cuadro 1. Parametros de validacion del SNP seleccionados. Se marcan en negrita los que superan el 5%
de PVE, y subrayados los que superan el 10% y tienen un efecto de magnitud relevante desde el
punto de vista practico para el programa de mejoramiento.

Variable SNP -log,(P) PVE Efecto n
ET S3_1299562 591 12,60 6.83 177
FT S$3_10096438 2,70 6,00 4,43 158
GC S6_2140954 0,24 0,20 0,15 189
GC S6_2145195 0,06 0,00 0,06 180
AC S6_2140954 0,02 0,00 0,02 100
AC S6_2145195 1,23 3,50 1,14 102
AC S6_26898904 0,26 0,40 0,13 102
AC S6_27365083 2,31 7,50 0,55 104
AC S6_29462869 2,76 12,20 0,69 78
AC S6_29480471 2,10 7,00 0,48 100
AC S6_2788770 2,04 6,70 0,46 101
AC S$6_27969431 3,07 10,20 0,56 106
LB S9_ 9786203 0,11 0,10 0,02 75
YAM S6_26898904 0,38 0,70 0,43 102
YAM S6_27365083 2,16 6,90 1,17 104
YAM S6_29462869 0,06 0,00 0,09 78
YAM S6_29480471 0,01 0,00 0,02 100
YAM S$6_2788770 2,22 7,40 1,20 101
YAM S6 27969431 1,56 4,60 0,81 106
PHR S6_26894513 2,17 3,80 0,36 194
PHR S6_27305280 3,38 7,10 0,64 172

PH S1_38292063 9,87 16,40 6,05 232

CONCLUSIONES

Se identificaron dos SNP (S3_1299562 y
S1_38292063) con altos PVE y efectos en
FT y PH que pueden ser utilizados en un
set para seleccion asistida en germoplasma
japonica tropical de INIA. Si bien FT y PH
son variables con alta heredabilidad y de
facil seleccion fenotipica, estos SNPs ten-
drian utilidad en un esquema de avance ra-
pido generacional combinado con seleccion
asistida. Es necesario validar los SNP para
resistencia a Brusone en una poblacion con
variabilidad fenotipica y genotipica adecua-
da, asi como definir una poblacién de tipo
indica adecuada para la de validacion de los
SNPs identificados por GWAS y otros SNP
reportados en la literatura. La seleccion de
poblaciones de validacion se veria facilitada

al disponerse de una base de datos consoli-
dada con informacion fenotipica, genotipica
y de pedigri del PMGA.
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