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RESUMEN

En Venezuela, la sequia se ha convertido
en un factor limitante para la produccion
arrocera nacional. Las variedades cultivadas
tradicionalmente estan adaptadas a una alta
suplencia de agua. Esta investigacion tuvo como
proposito identificar marcadores bioquimicos
(isoenzimas) y moleculares (microsatélites SSR)
asociados a la tolerancia al estrés hidrico en arroz
(Oryza sativa L.). El estudio de cartografia génica
fue realizado en una poblacion RC,F, producto del
cruce (LO2 x Fonaiap 2000) x LO2, empleando el
programa MapDisto y el método de un marcador a
la vez. Se identificaron 89 caracteres cuantitativos
(QTL) putativos asociados a las caracteristicas de
la fase vegetativa, reproductivas y de rendimiento;
usando cinco isoenzimas (PRX, G6PDH, ACP,
6PGD, SDH) y 40 (SSR) se estimaron los indices
de susceptibilidad a la sequia (ISS). Seguidamente,
se identificd la asociacion entre las isoenzimas,
la tolerancia al estrés hidrico y los ISS en las
familias de la poblacion segregante, para variables
relacionadas a la fase vegetativa, reproductiva y
de maduracion del grano de arroz. En los 2 grupos
de ligamiento (cromosoma 3 y 9) se detectaron 4
QTL asociados a los ISS, 2 regiones asociadas
con la floracion al 50%, 1 para el desgrane
(cromosoma 3) y 1 para la fertilidad (cromosoma
9) en RM107, RM442 y RM570. Esta informacion
puede ser empleada como criterio en la seleccion
asistida por medio de marcadores moleculares, en
los futuros programas de mejoramiento genético
del arroz, a fin de identificar familias y genotipos
tolerantes a la condicion de estrés hidrico.

Palabras clave: Oryza sativa L., sequia, produccion,
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ABSTRACT

Drought in Venezuela has become a limiting factor
for national rice production, as the -cultivated
varieties traditionally are adapted to high water
supply. This study aimed to identify biochemical
(isozymes) and molecular markers (microsatellites,
SSR) associated with water stress tolerance in
rice (Oryza sativa L.). Gene mapping study was
conducted in a BC,F, population product of the
crossing (LO2 x Fonaiap 2000) x LO2 using the
MapDisto program and the method of one marker
at a time. 89 putative quantitative characters
(QTLs) associated with vegetative, reproductive
and vyield traits were identified. Using five
isozymes (PRX, G6PDH, ACP, 6PGD and SDH)
and 40 SSR drought susceptibility indexes (ISS)
were estimated. Next, the association between
isoenzymes, water stress tolerance and ISS in
the families of the segregating population was
identified for variables related to the vegetative,
reproductive and maturation of the grain phase in
rice. In the 2 linkage groups (chromosome 3 and 9)
4 QTL associated to ISS, 2 regions associated with
50% flowering, 1 for desgrane (chromosome 3)
and 1 for fertility (chromosome 9) were detected in
RM107, RM442 and RM570. This information can
be used as a criterion in molecular marker assisted
selection in future rice breeding programs in order
to identify families and genotypes tolerant to the
water stress condition.

Key words: Oryza sativa L., drought, production,
Isozymes, microsatellite.
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INTRODUCCION

La escasez de agua es uno de los grandes
retos que afronta la humanidad, elemento muy
abundante en el planeta Tierra. Sin embargo,
el 97% del total esta formada por agua salada
perteneciente a mares y océanos, el restante 3%
formado por agua dulce, esta poco disponible,
porque se encuentra congelada (Cortés, 2004).

La agricultura es la actividad de mayor
consumo de agua dulce del planeta, utilizando
aproximadamente el 70% del agua potable.
Algunos paises en desarrollo destinan
cerca de 90% del liquido a esta importante
actividad. Se estima que para producir un kilo
de arroz se necesitan de 1 a 3 m® de agua,
de alli la importancia de un manejo sostenible
de los recursos hidricos, para asegurar el
abastecimiento de alimentos y mitigar los efectos
del cambio climatico (FAO, 2002).

En Venezuela, la sequia se ha convertido en
un factor limitante para la produccién arrocera
nacional, las variedades de arroz cultivadas
tradicionalmente estan adaptadas a una alta
suplencia de agua. Sin embargo, instituciones
del pais como el Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), la Universidad
Central de Venezuela (UCV), y el Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA)
a través de investigadores en el area, han
realizado estudios para conocer la respuesta de
los diferentes genotipos de arroz frente al déficit
hidrico (Ghneim et al., 2005; Ghneim-Herrera
2006; Pieters y Nufez 2008; Garcia 2008 vy
Torrealba et al., 2010).

La tolerancia a la sequia es una caracteristica
compleja, expresada por la accion e interaccién
de diferentes caracteres: morfoldgicos (sistema
radical eficiente, reduccion del macollamiento,
entre otros); y comportamientos fisioldgicos
(reduccion de la transpiracion, alta eficiencia
en el uso del agua, cierre estomatico, ajuste
osmdético), controlados por numerosos genes.
La obtencion de cultivares de arroz tolerantes a
la sequia es un objetivo claro de los programas
de mejoramiento genético, como alternativa para
el aumento y mantenimiento de la productividad
nacional del arroz, como rubro estratégico para
la alimentacién nacional.

En vista de la complejidad del control genético
de las caracteristicas asociadas a la tolerancia
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al estrés por déficit hidrico, se ha propuesto
la aplicacion de la seleccion asistida por
marcadores moleculares (SAM) para una mayor
eficacia y eficiencia del proceso de seleccion.

Los marcadores moleculares son secuencias de
ADN que se encuentran en determinados lugares
del genoma; y se definen como caracteristicas
heredables que permiten clasificar el genotipo
de un individuo, identificando regiones del
genoma asociadas con un caracter fenotipico
cuantitativo especifico (QTL). La identificacion
del QTL es de gran utilidad en plantas, ya que
permite la manipulacion de caracteristicas
agrondmicas como el rendimiento, la calidad
nutricional y la floracién, entre otros (Grandillo
y Tanksley, 1996). Las bases de deteccion de
los QTL son la identificacion de las asociaciones
entre fenotipos determinados genéticamente vy
marcadores genéticos especificos (McCouch y
Doerge, 1995).

Teng et al. (2002) empleando una variedad
indica (Zhaile Ye Quing8), una japoénica (Jing Xi
17) y sus dobles haploides, lograron identificar
2 QTL: gDR-5 y gDR-12 para tolerancia a la
sequia en arroz. Mas recientemente, Vikram
et al. (2011) encontraron un QTL (gDTY 1.1)
asociado a la tolerancia a la sequia en cuanto a
la produccién de grano ubicado en el cromosoma
1, flanqueado por los microsatélites RM11943 y
RM431, de efecto mayor y consistente en cuanto
a su expresion en diferentes ambientes.

Aunque no se han identificado isoenzimas
asociadas a caracteristicas cuantitativas
relacionadas con la tolerancia al déficit hidrico,
se espera obtener cierta relacion con distintas
isoformas de enzimas vitales para la produccion
de granos. El grupo de isoenzimas de la
glutamina sintetasa (GS) son responsables de
la asimilacion y movilizacion dentro de la planta
de las distintas fuentes de nitrdgeno (N). Existen
formas de GS, tanto en cloroplastos como en
citosol; en el caso del arroz se conocen tres
isoformas del citosol.

Bajo estrés por déficit hidrico, tanto las
isoenzimas de GS de cloroplasto como del
citosol son afectadas, lo que disminuye la tasa
de asimilaciéon de N en forma de amonio, y en
consecuencia al llenado de granos (Swarbreck
et al., 2011). Se espera que las plantas con
alguna isoforma mas tolerante al estrés hidrico,
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permita a la planta un mejor comportamiento
bajo esas condiciones, evidenciado en un mayor
rendimiento.

Por otra parte, Lee et al. (2007), propusieron
que las enzimas relacionadas al proceso de
lignificacion, responsables de los mecanismos
de tolerancia a diferentes estrés, son activadas
por el estrés causado por el déficit hidrico. En ese
sentido, encontraron en trébol que las enzimas
peroxidasas eran impulsadas bajo condiciones
de sequia, con reduccién de la biomasa foliar.

En vista de la importancia del cultivo de arroz
para el pais y el uso eficiente del recurso hidrico,
el objetivo del presente estudio fue identificar
marcadores  bioquimicos 'y  moleculares
asociados a la tolerancia al estrés hidrico en
arroz con fines de seleccion.

MATERIALES Y METODOS

La identificacion de QTL asociados a caracteres
fenotipicos relacionados a la tolerancia al
déficit hidrico se llevdo a cabo en cuatro
etapas, que comprenden: la creacion de
una poblacién segregante a partir del cruce
entre progenitores contrastantes en cuanto
al comportamiento fenotipico; la evaluacién
fenotipica de la poblacién segregante obtenida
bajo condiciones con o sin estrés por déficit
hidrico (Torrealba, 2010; Torrealba et al., 2010);
la seleccion de marcadores polimérficos entre
los dos progenitores y; finalmente, el estudio
de segregacion y asociacion de los marcadores
con los caracteres fenotipicos.

Estas dos Ultimas etapas, correspondientes
al analisis molecular, se llevaron a cabo en el
Laboratorio de genética molecular del Centro
de Investigaciones en Biotecnologia Agricola
(CIBA) de la Universidad Central de Venezuela,
Facultad de Agronomia, nucleo Maracay.

Material vegetal

Se empleo una poblacion RC.F, del cruce (LO2
x Fonaiap 2000) x LO2, conformada por 149
familias, desarrollada por Torrealba (2010) en el
campo experimental de INIA Guarico, Bancos
de San Pedro, bajo la metodologia de Torrealba
et al. (2010), considerando las caracteristicas
asociadas al estrés hidrico, sefialadas porBabu et
al. (2002), Toorchi et al. (2002), Courtois y Lafitte
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(2003). Esto permitié escoger dos progenitores
contrastantes en su respuesta al estrés hidrico,
medida a través del ISS de Fischer y Maurer
(1978) para enrollamiento de la hoja, secado de
la hoja y fertilidad de las espiguillas.

Se consideraron variables de crecimiento
vegetativo y reproductivo para determinar los ISS
(Torrealba, 2010): 1. altura de planta; 2. exercién
de la panicula; 3. acame; 4. enrollamiento de
la hoja; 5. secado de la hoja; 6. longitud de la
panicula; 7. promedio de paniculas/planta; 8.
numero de hijos/planta; 9. contenido relativo de
agua en las hojas; 10. temperatura de la hoja;
11. coeficiente de clorofila; 12. indice de area
foliar; 13. longitud de las raices; 14. volumen
radical; 15. relacion parte aérea y parte radical;
16. biomasa; 17. peso seco parte aérea; 18.
peso seco de raices; 19. floracion al 50%; 20.
floracién como relacion granos llenos y granos
vanos; 21. senescencia; 22. fertilidad; y 23.
aceptacion fenotipica.

Con relacion al rendimiento, se tomod en cuenta:
1. desgrane de la panicula; 2. nUmero de granos
llenos; 3. numero de granos vanos; 4. peso de
granos llenos; 5. peso de granos vanos; 6. peso
de 1000 g; 7. indice de cosecha; y 8. rendimiento
(9 5 m?).

Evaluacion molecular

Se evalud el polimorfismo entre los progenitores
utiizando 15 sistemas de marcadores
isoenzimaticos (SMI) y 258 SSR distribuidos
en todo el genoma. Para los SMI se utilizaron
plumulas de 4 a 15 dias de edad, de acuerdo a
la metodologia empleada en arroz por Ortiz et
al. (2002), abreviatura y codigo por Manchenko
(1994).

Los marcadores fueron los siguientes: (1)
Glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI: 5.3.1.9); (2)
glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa (G6PDH:
11.1.49); (3) 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGD:1.1.1.44); (4)fosfatasaacida(ACP:3.1.3.2);
(5) alfa-esterasa (aEST: 3.1.1); (6) beta-esterasa
(BEST: 3.1.1); (7) glutamato deshidrogenasa
(GDH: 1.4.1.2); (8) malato deshidrogenasa (MDH:
1.1.1.37); (9) enzima malica (ME: 1.1.1.40); (10)
fosfoglucosa Isomerasa D-glucosa-6-fosfato
(PGI: 5.3.1.9); (11) peroxidasa (PRX: 1.11.1.7);
(12) siquimato deshidrogenasa (SDH: 1.1.1.25);
(13) alcohol deshidrogenasa (ADH: 1.1.1.1); (14)
isocitrato deshidrogenasa (IDH: 1.1.1.42); y (15)
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fosfoglucomutasa (PGM: 2.7.5.1), en un sistema
discontinuo de electroforesis en geles de
policrilamida (6/10%) bajo condiciones nativas
(PAGE), siguiendo la metodologia descrita por
Ortiz et al. (2004) y Velasquez (2001).

Los SSR fueron seleccionados de la base de
datos de GRAMENE (McCouch et al., 2002) y
Plantmarkers (Rudd et al., 2005).

Seguidamente, a fines de realizar la mini
preparacion de ADN vy visualizado en geles de
agarosa al 0,8% tenido con bromuro de etidio
(10 mg ml") el ADN fue obtenido siguiendo el
método de Zambrano et al. (2002), cuantificando
la cantidad de ADN a partir del Fago Lambda
de concentracién conocida. La reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), los ciclos en el
termociclador MJ Research PTC-200 y la tincion
de los geles de poliacrilamida al 6%, fueron
realizadas siguiendo la metodologia descrita por
Pérez-Almeida et al. (2011).

Andlisis estadistico

Empleando el programa MapDisto, version
1.7 (Lorieux, 2008), se procedid a verificar la
segregacion mendeliana (1:1), correspondiente
a una retrocruza, para cada marcador molecular
y la informacioén genotipica de las 149 familias
RC,F,. Asimismo, con este programa se realizo
el mapeo y la identificacion de los grupos de
ligamiento a partir de los alelos presentes de
cada genotipo para cada marcador molecular
polimérfico.

Fue utilizado el método de mapeo para un
marcador a la vez, como lo indica Xiao et al.
(1998); Thomson et al. (2003); Septiningshigh et
al. (2003); Wan et al. (2005); Lee et al. (2005) y
Praddep et al. (2005). Este método fue empleado
por el bajo numero de marcadores polimoérficos
detectados entre los progenitores. Se considero
la existencia de un QTL y la asociacion entre el
valor fenotipico de cada ISS de las 31 variables
evaluadas por Torrealba (2010) y el locus de cada
marcador molecular, para un valor minimo de
LOD Score de 3,0 y fraccion de recombinacion
de 0,35.

Nomenclatura para QTL

Los caracteres cuantitativos (QTL) fueron
nombrados de acuerdo a la nomenclatura
descrita por McCouch et al. (1997), utilizando
dos letras abreviadas de las caracteristicas de
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estudio, seguida por el nimero del cromosoma
donde fue detectado el QTL.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion del polimorfismo

Delos 15 sistemas de marcadoresisoenzimaticos
so6lo 7 resultaron polimoérficos: G6PDH: 1.1.1.49;
6PGD: 11.1.44; ACP: 31.3.2; aoEST: 31.1;
BEST: 3.1.1; PRX: 1.111.7 y SDH: 1.1.1.25. De
esos marcadores se seleccionaron: ACP, PRX,
G6PDH, 6PGD y SDH, por su resolucién, calidad
de los geles y visualizacion de las bandas
obtenidas. En la evaluacion del polimorfismo de
los SSR, 66 fueron polimérficos; de los cuales
se utilizaron 52 por sus caracteristicas de
discriminacién entre los progenitores (Cuadros
1ay 1b).

Verificacion de la segregacion mendeliana

De los 57 marcadores moleculares evaluados en
la prueba de bondad de ajuste de Ji-cuadrado
(Cuadro 2), s6lo dos no segregaron en las
proporciones esperadas para una retrocruza
(1:1). La distorsion en la segregacion es muy
comun en los estudios de mapeo, sefialada
para la mayoria de los marcadores genéticos,
como: desviaciones estadisticas; tipo de
poblacion de estudio; causas bioldgicas, como
irregularidades durante la meiosis, competencia
entre las gametas durante la fertilizacion o
incompatibilidad genética; y por la cercania de
los marcadores al centrémero (Pradeep et al.,
2005; Semagn et al., 2006; Zhao et al., 2006).

Mapeo y grupos de ligamiento

No se identific6 ningun grupo de ligamiento
con los marcadores isoenzimaticos, mientras
que seis de los SSR pudieron ser asignados
en tres grupos. El primer grupo de ligamiento
estuvo conformado por los marcadores RM278
y RM107; el segundo por RM201 y RM309 vy el
tercero por los marcadores RM570 y RM442.

Asociacién entre marcadores moleculares y
variables del estrés hidrico

Se identificaron 89 QTL putativos asociados
a las caracteristicas de la fase vegetativa,
reproductiva y rendimiento (Cuadro 3). Es
importante destacar la presencia de ocho
asociaciones entre los marcadores bioquimicos
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Cuadro 1a. Microsatélites polimérficos entre los parentales Fonaiap 2000y LO2, ubicados en los cromosomas
1,2, 3,4y 5, alelos observados, pares de bases (pb) y secuencia sentido y antisentido.

Motivo

SSR C . Sentido Antisentido F2000 pb LO2 pb
repetido
RM220 1 (cm7 ggaaggtaactgtttccaac gaaatgcttcccacatgtct aa 106 bb 93
RM490 1 (CM13 atctgcacactgcaaacacc agcaagcagtgctttcagag aa 90 bb 83
RM575 1 (AG)24 caatttccataggctgcatg gcttgggttagcgacgac aa 306 bb 286
RM259 1 (cm7 tggagtttgagaggaggg cttgttgcatggtgccatgt bb 154 aa 158
RM243 1 (CT)18 gatctgcagactgcagttgc agctgcaacgatgttgtcc bb 101 aa 103
RM237 1 (CT)18 caaatcccgactgctgtcc tgggaagagagcactacagc aa 130 bb 122
RM71 2 (ATT)10T(ATT)4 ctagaggcgaaaacgagatg gggtgggcgaggtaataatg aa 141 bb 131
RM324 2 (CAT)21 ctgattccacacacttgtgc gattccacgtcaggatcttc bb 150 aa 167
RM290 2 (GA)12 acccttattcctgctctecte gtgctgtagatggaagggag aa 177 bb 167
RM262 2 (CT)16 cattccgtctcggctcaact cagagcaaggtggcttgc aa 148 bb 145
RM450 2 (AG)17 aaaccacagtagtacgccgg tccatccacatctccctcte aa 220 bb 213
RM526 2 (TAAT)5 cccaagcaatacgtccctag acctggtcatgacaaggagg aa 219 bb 220
RM207 2 (CT)25 ccattcgtgagaagatctga cacctcatcctcgtaacgcc bb 115 aa 135
RM3639 2 (GA)13 catgggccaatctagctagce tgcaactctgcaactccaag bb 115 aa 120
RM231 3 (CT)16 cagattatttcctgaggtc cacttgcatagttctgcattg aa 132 bb 130
RM251 3 (CTM29 gaatggcaatggcgctag atgcggttcaagattcgatc bb 141 aa 148
RM282 3 (GA)15 ctgtgtcgaaaggctgcac cagtcctgtgttgcagcaag bb 102 aa 108
RM148 3 (TG)12 atacaacattagggatgaggctgg tccttaaaggtggtgcaatgcgag aa 114 bb 106
RM55 3 (GA)17 ccgtcgecgtagtagagaag tcceggttattttaaggeg aa 225 bb 215
RM570 3 (AG)15 gttcttcaactcccagtgeg tgacgatgtggaagagcaag aa 256 bb 271
RM442 3 (AAG)10 cttaagccgatgcatgaagg atcctatcgacgaatgcacc aa 261 bb 250
RM119 4 (GTC)6 catcccectgetgetgetgetg cgccggatgtgtgggactageg bb 149 aa 153
RM273 4 (GA)11 gaagccgtcgtgaagttacc gtttcctacctgatcgegac bb 238 aa 250
RM470 4 (CTM)14 tcctcateggcttettette agaacccgttctacgtcacg aa 115 bb 109
RM303 4 9( ([3A+():7('(AATT)?3-;;)G]5 gcatggccaaatattaaagg ggttggaaatagaagttcggt aa 182 bb 180
RM252 4 (CT)19 ttcgctgacgtgataggttg atgacttgatcccgagaacg bb 199 aa 219
RM169 5 (GA)12 tggctggctcegtgggtagetg tccegttgecgttcateectee aa 169 bb 152
RM164 5 (GT)16TT(GT)4 tettgcecgtcactgcagatatcc  gcagccctaatgctacaattcttc aa 261 bb 242
RM87 5 (CTT)3T(CTT)11 ccictccgatacaccgtatg gcgaaggtacgaaaggaaag bb 170 aa 174

Fonaiap 2000 (F2000), linea de observacién 2 (LO2), pares de bases (pb) y ubicacién en el genoma cromosoma (C).
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Cuadro 1b. Microsatélites polimérficos entre los parentales Fonaiap 2000 y LO2, ubicados en el cromosomas
6,7, 8,9, 10, 11 y 12, alelos observados, pares de bases (pb) y secuencia sentido y antisentido.

SSR C Motivo repetido Sentido Antisentido F2000 pb LO2 pb
RM121 6 (CT)7 accgtcgcecttccactttccce  ttcggggttgececggtgatgttg bb 209 aa 233
RM539 6 (TAT)21 gagcgtccttgttaaaaccg  agtagggtatcacgcatccg aa 331 bb 320
RM336 7 (CTT)18 cttacagagaaacggcatcg gctggatttgtttcaggttcg aa 199 bb 178
RM478 7 (AG)12 cagctggggaagagagagag tcagaaactaaacgcaccce aa 210 bb 226
RM25 8 (GA)18 ggaaagaatgatcttttcatgg  ctaccatcaaaaccaatgttc bb 153 aa 161
RM444 9 (AT)12 gctccacctgcttaagceatc tgaagaccatgttctgcagg aa 199 bb 177
RM105 9 (CCT)6 gtcgtcgacccatcggagecac tggtcgaggtggggatcgggte bb 115 aa 123
RM278 9 (GA)17 gtagtgagcctaacaataatc tcaactcagcatctctgtce bb 139 aa 155
RM107 9 (GA)7 agatcgaagcatcgcgcccgag — actgcgtectctgggttceecgg bb 320 aa 335
RM222 10 (CT)18 cttaaatgggccacatgcg caaagcttccggccaaaag aa 235 bb 224
RM216 10 (CT)18 gcatggccgatggtaaag  tgtataaaaccacacggcca aa 114 bb 110
RM239 10 (AG)5TG(AG)2 tacaaaatgctgggtacccc acatatgggacccacctgtc aa 143 bb 141
RM311 10 (GT)3(GTAT)8(GT)5 tggtagtataggtactaaacat tcctatacacatacaaacatac bb 311 aa 333
RM228 10 (CA)6(GA)36 ctggccattagtccttgg gcttgeggctetgcttac bb 95 aa 152
RM21 11 (GA)18 acagtattccgtaggcacgg  gctccatgagggtggtagag aa 190 bb 168
RM224 11 (AAG)8(AG)13 atcgatcgatcttcacgagg tgctataaaaggcattcggg aa 156 bb 152
RM201 1M (cmr ctegtttattacctacagtacc  ctacctcctttctagaccgata bb 128 aa 158
RM20 12 (ATT)14 atcttgtccctgcaggtcat gaaacagaggcacatttcattg aa 253 bb 227
RM247 12 (CT)16 tagtgccgatcgatgtaacg catatggttttgacaaagcg aa 132 bb 127
RM277 12 (GA)11 cggtcaaatcatcacctgac caaggcttgcaagggaag bb 116 aa 127
RM309 12 (GT)13 gtagatcacgcacctttctgg agaaggcctccggtgaag aa 155 bb 150
RM17 12 (GA)21 tgccctgttattttcttctctc ggtgatcctttcccatttca aa 200 bb 152
RM235 12 (CT)24  agaagctagggctaacgaac tcacctggtcagcctctttc bb 263 aa 272

Fonaiap 2000 (F2000), linea de observacién 2 (LO2), pares de bases (pb) y ubicacién en el genoma cromosoma (C).

y los indices de susceptibilidad a la sequia (ISS):
G6PDH al coeficiente de clorofila y peso seco
(radical); ACP y el indice de area foliar; 6PGD
para la fertilidad, numero de granos vanos y
peso seco (radical); y SDH al peso de 1000 g.

Con respecto a la peroxidasa (PRX) se encontré
asociacion con el contenido relativo de agua
en las hojas y floraciéon 50%, coincidiendo con
lo planteado por Lee et al. (2007) en vista de
su intervencion en el proceso de lignificacién
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como una respuesta al estrés por déficit hidrico.
Esto indica la importancia del uso de este tipo
de marcador en la identificacién de caracteres
cuantitativos.

Con 40 SSR se detectaron 65 QTL putativos
para las variables evaluadas. EI RM231
(cromosoma 3) mostré asociacion para la
excersion de la panicula y enrollamiento de la
hoja; RM290 (cromosoma 2) para las variables
enrollamiento de las hojas y el contenido relativo
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Cuadro 2. Segregacién Ji-Cuadrado (X?) para 57 marcadores moleculares,
de la retrocruza (LO2xF 2000xLO2).

N° Marcador X2 P N° Marcador X2, P

1 RM17 0,48 0486 ™ 30 RM259 1,57 0,210
2 RM20 025 0617 ™ 31 RM262 0,35 0,553 ™
3 RM21 095 0329 ™ 32 RM273 0,01 0,933 ™
4 RM25 0,35 0,556 " 33 RM277 1,20 0,274
5 RM55 3,08 0,079 ™ 34 RM278 0,46 0,496 ™
6 RM71 246 0117 ™ 35 RM282 0,26 0,612 ™
7 RM87 011 0,737 ™ 36 RM290 2,22 0,136 ™
8 RM105 1,20 0,274 ™~ 37 RM303 1,20 0,274
9 RM107 0,70 0,401 38 RM309 1,80 0,179 s
10 RM119 1,15 0,284 ™ 39 RM311 0,03 0,865 ™
11 RM121 225 0,134 ™ 40 RM324 1,36 0,243 ™
12 RM148 219 0,139 ™ 41 RM336 3,75 0,053 ™
13 RM164 0,03 0,868 " 42 RM442 1,36 0,243
14 RM169 025 0,620 ™ 43 RM444 0,56 0,455 ™
15 RM201 7,95 0,005 © 44 RM450 0,01 0,931 ™
16 RM207 2,02 0,155 ™ 45 RMA470 1,07 0,300 "
17 RM216 0,70 0,401 ™ 46 RM478 1,22 0,270
18 RM220 219 0,139 ™ 47 RM490 0,56 0,455
19 RM222 3,32 0,069 ™ 48 RM526 0,86 0,354
20 RM224 099 0,321 ™ 49 RM539 0,17 0,682
21 RM228 242 0120 ™ 50 RM570 4,06 0,044
22 RM231 011 0,737 " 51 RM575 1,20 0,274
23 RM235 222 0136 ™ 52 RM3639 0,17 0,676 ™
24 RM237 1,51 0,219 ™ 53 a-ACP 0,11 0,735
25 RM239 0,33 0564 "™ 54 POX 0,01 0,935 ™
26 RM243 0,83 0361 ™ 55 6-GPH 0,33 0,566
27 RM247 011 0,737 ™ 56 6-PGD 0,00 1,000
28 RM251 0,01 0932 57 SDH 0,54 0,461 ™
29 RM252 0,56 0,455
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Cuadro 3. Asociacién entre los indices de susceptibiidad a la sequia
y marcadores moleculares.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus PruebadeF
1 Acame acal 1 RM575 4,44*
2 Acame acab 5 RM169 3,94*
3 Acame acall 1 RM21 6,19*
4 Aceptacion fenotipica acf6 6 RM539 5,23
5 Altura de planta alp1 1 RM259 6,02
6 Altura de planta alp5 5 RM164 7,64**
7 Altura de planta alp9 9 RM444 4,42
8 Altura de planta alp10 10 RM239 5,62*
9 Biomasa bma2 2 RM207 511*
10 Biomasa bma3 3 RM251 4,34*
" Biomasa bmab 5 RM87 5,51
12 Biomasa bma12 12 RM277 4,46
13 Coeficiente de clorofila cecr - G6PDH 4,26
14 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cra2 2 RM290 4,47
15 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cra9 9 RM105 8,42
16 Contenidolraeslagi(;/jzsde agua en cral2 12 RM20 3.97*
17 Contemdolraeslagl(;/jzsde agua en cra . PRX 5,56
18 Desgrane dgn1 1 RM259 5,24*
19 Desgrane dgn3 3 RM442 8,30**
20 Desgrane dgn9 9 RM444 4,01*
21 Desgrane dgn12 12 RM20 7,22**
22 Excersién de la Panicula exp3 3 RM231 3,91*
23 Excersién de la Panicula exp4 4 RM237 3,98*
24 Fertilidad fer3 3 RM55 5,31*
25 Fertilidad fer6 6 RM539 5,82*
26 Fertilidad fer9 9 RM107 4,74*
27 Fertilidad fer - 6PGD 6,43*
28 Floracién 50% fir1 1 RM259 5,16*
29 Floracion 50% flr2 2 RM71 4,32*
30 Floracién 50% fir3 3 RM55 3,92*
31 Floracién 50% fir3 3 RM442 6,12*
32 Floracion 50% fir3 3 RM570 4,93*
33 Floracion 50% fir7 7 RM336 10,57**
34 Floracién 50% fir - PRX 517
35 indice de area foliar iaf1 1 RM575 5,38*
36 indice de area foliar iaf3 3 RM282 4,03
37 indice de area foliar iaf5 5 RM164 4,78*
38 indice de area foliar iaf12 12 RM235 4,41
39 indice de area foliar iaf12 12 RM247 6,07*
40 indice de area foliar iaf - ACP 4,10*
41 indice de area foliar ico1 1 RM575 5,88*
...l... Continua
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...I... continuacién Cuadro 3.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus Prueba de F
42 indice de area foliar ico4 4 RM273 4,69*
43 indice de area foliar ico8 8 RM25 4,40*
44 Longitud de la Panicula Inp1 1 RM243 5,31*
45 Longitud de la Panicula Inp2 2 RM526 4,54*
46 Longitud de la Panicula Inp7 7 RM336 4,14
47 Longitud de la Panicula Inp8 8 RM25 5,87
48 Longitud de la Panicula Inp12 12 RM235 3,94
49 Longitud de la Panicula Inr1 1 RM220 10,33**
50 Longitud de la Panicula Inr2 2 RM324 7,34**
51 Longitud de la Panicula Inr7 7 RM336 3,93*
52 Longitud de la Panicula Inr7 8 RM25 5,16
Numero de granos llenos por *
53 planta ngl1 1 RM220 4,93
Numero de granos llenos por *
54 planta ngl2 2 RM450 5,19
Numero de granos llenos por *
55 planta ngl10 10 RM228 4,45
Numero de granos llenos por ok
56 planta ngl12 12 RM277 10,92
Numero de granos llenos por "
57 planta ngv - 6PGD 5,35
58 Numero de Hijos nhj3 3 RM231 4,60*
59 Peso de 1.000 granos par - SDH 5,94
60 Peso de granos llenos pgl1 1 RM220 6,09*
61 Peso de granos llenos pgl2 2 RM450 4,89
62 Peso de granos llenos pgl12 12 RM247 4,60*
63 Peso de granos llenos pgl12 12 RM277 8,00**
64 Peso de granos vanos pgv2 2 RM71 4,79
65 Peso seco parte aérea psa4 4 RM252 5,32
66 Peso seco parte aérea psal10 10 RM222 5,72*
67 Peso seco parte aérea psali 1 RM21 5,562
68 Peso seco parte radical psr2 2 RM262 4,09*
69 Peso seco parte radical psri1 11 RM21 7,43**
70 Peso seco parte radical psr - 6PGD 6,67
7 Promedio de paniculas pan6 RM121 4,41
72 Promedio de paniculas pan10 10 RM239 4,27
Relacién peso seco (aérea)/ *
& peso seco (radical) rps2 2 RM324 4,66
Relacién peso seco (aérea)/ *
74 peso seco (radical) rps10 10 RM228 4,10
Relacién peso seco (aérea)/ o
75 peso seco (radical) rps11 1 RM21 11,07
Rendimiento de arroz paddy *
76 (g 5m?) rap3 3 RM251 6,20
Rendimiento de arroz paddy *
77 (g 5m?) rap6 6 RM539 4,23
Rendimiento de arroz paddy *
78 (g 5m?) rap9 9 RM444 4,21
...l... Continua
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...I... continuacién Cuadro 3.

N° Caracteristica QTL Cromosoma Locus PruebadeF
79 Senescencia de la hoja sns6 6 RM539 8,00™*
80 Senescencia de la hoja sns12 12 RM17 9,01**
81 Temperatura de la hoja tho2 2 RM262 4,08*
82 Temperatura de la hoja tho8 8 RM25 5,08
83 Volumen radical vir1 1 RM220 4,31*
84 Volumen radical vir1 1 RM575 4,30
85 Volumen radical vir2 2 RM324 4,94
86 Volumen radical vird 4 RM303 5,60
87 Volumen radical vir7 7 RM336 3,92
88 Volumen radical vir8 8 RM25 4,27
89 Volumen radical vir12 12 4,27* 7,41

Asociacion significativa* (P<0,05) y altamente

de agua en las hojas. Lafitte et al. (2004) en su
evaluacion de lineas recombinantes de arroz
detectaron QTL asociados al contenido relativo
de agua en las hojas y su correlacion a las
caracteristicas de floracion y radiacion solar;
asi como, la correlacion entre las variables de la
fase vegetativa, altura de la planta y rendimiento
en grano en condiciones de estrés hidrico.

Se asoci6 la variable volumen radical con 7
microsatélites en distintos cromosomas: RM17
(cromosoma 12); RM220 y RM575 (cromosoma
1); RM324 (cromosoma 2); RM303 (cromosoma
4); RM336 y RM25 de los cromosomas 7 y 8,
respectivamente. La caracteristica longitud
de las raices fue asociada a 4 SSR: RM220
(cromosoma 1) altamente significativo, RM324
(cromosoma 2) altamente significativo, RM336
(cromosoma 7) y RM25 (cromosoma 8).

Delmismomodo, fuerondetectadas asociaciones
entre las variables de la fase reproductiva del
arroz; por ejemplo, la variable senescencia fue
altamente significativa para los microsatélites
RM17 (cromosoma 12) y RM539 (cromosoma 6)
mostrando este ultimo, asociacién significativa
con las caracteristicas de aceptacion fenotipica
y fertilidad.

La variable floracién 50% fue asociada con
los microsatélites: RM259 (cromosomas 1);
RM71 (cromosoma 2); RM55, RM442 y RM570
(cromosoma 3) y RM336 del cromosoma 7. Se
sefiala que la floracion es un indicador de la
respuesta de la planta a la condicion de estrés

significativa** (P<0,01).
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hidrico, asi como el contenido relativo de agua
en la hoja. Fue detectado también una region en
el cromosoma 1 del arroz (gen sd1) asociada al
estrés hidrico para el contenido relativo de agua
en la hoja y correlacionada a la floracion; dos
QTL asociados a la floracién; 1 QTL a la altura
de la planta y otro (RM212) a longitud de la
panicula (Lafitte et al., 2004).

Seguidamente, fue determinada una asociacién
altamente significativa para el desgrane en
los SSR RM20 (cromosoma 12) y RM442
(cromosoma 3); numero de granos por planta,
RM277 (cromosoma 12) y el peso de granos
llenos por planta. Hubo asociacion para el
numero de granos por planta y el peso de granos
por planta: RM220 (cromosoma 1), RM277
(cromosoma 12) y RM450 (cromosoma 2).

Los resultados sugieren la importancia de
incorporar algunas técnicas de biologia
molecular como herramienta en los programas
de mejoramiento genético, para el estudio de
caracteristicas asociadas a la tolerancia al
estrés hidrico, sefalado por Mackill (2003).

En el presente estudio se detectaron 89 QTL
individuales, 54 relacionados con la fase
vegetativa (60,67%), 14 para la fase reproductiva
(15,73%) y 21 al rendimiento (23,60%), los
cuales son comparables con los resultados
obtenidos por Yue et al. (2005). Se detectaron,
ademas un total de 39 QTL individuales para
las caracteristicas relacionadas con el indice
de respuesta a la sequia: area foliar, longitud de
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las raices (fase vegetativa); floracion, fertilidad
(fase reproductiva del cultivo) y potencial de
rendimiento en arroz; en una poblacion de 180
familias hibridas recombinantes.

ElISS empleado para laidentificacion de los QTL,
mostrd ser un indicador preciso para reconocer
la habilidad intrinseca de los genotipos de las
familias RC,F,, para superar el estrés por el
déficit de agua, bajo las condiciones del cultivo
en campo y las bases genéticas del estrés a
la sequia. RM220, RM259 y RM575 fueron los
marcadores mas asociados a los indices de

susceptibilidad a la sequia.

En el analisis de QTL detectados por grupos de
ligamientos, se identificaron cuatro asociaciones,
una en el cromosoma 9 y tres regiones en el
cromosoma 3, para RM107, RM442, RM570y las
variables de fertilidad, desgrane de la panicula y
floracion al 50% (Figura y Cuadro 4).

Las caracteristicas de desgrane y floracion
al 50% fueron altamente significativas en la
asociacion con los SSR del cromosoma 3. El
valor de la fraccion de recombinacién para los

marcadores microsatélites RM107 y RM278 fue
0,328 y 0,299 para RM442 y RM470. Los valores
de LOD Score en ambos grupos de ligamiento
fueron mayores a 3, lo cual es un indicativo de la
significancia del analisis realizado, demostrado
por Thomson et al. (2003) y Septiningshigh
et al. (2003) para los criterios del analisis de
asociacion entre marcadores moleculares vy
caracteres cuantitativos.

Se identificaron 2 regiones en el cromosoma 3
asociadas con floracion al 50% para RM442 y
RM570, como lo reportado por Lanceras et al.
(2004). La distancia entre RM442 y RM570 fue
de 34,5 cm; entre RM107 y RM278 fue de 39,3
cm; en ambos casos menores a 50 cm, lo cual
es un indicativo de que estos marcadores, se
encuentran ligados, confirmando la utilidad de
los SSR en estudios de asociacion a la tolerancia
al estrés hidrico en las etapas vegetativas y
reproductivas (Sarkarung, 2002; Toojinda, 2002).

Brondani et al. (2002) y Lafitte et al. (2004)
asociaron un QTL en el cromosoma 3 para
la floraciéon, resultado que confirma el QTL
detectado en la presente investigacion. La

3 9
rvaa200) (| Il RW107 00) [
RMS570 (34,5) l

<.

RM570 (39,30) I
B Qi para fertilidad
. QTL para desgrane de la panicula
B a1 para floracion 50%
Figura. Mapa de asociacion
y localizacion en el

genoma de QTL para las
caracteristicas  fertilidad,
desgrane de la panicula y
floracién al 50%. Grupo de
ligamiento 1 (cromosoma
9), grupo de ligamiento 3
(cromosoma 3).
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Cuadro 4. Caracteristicas asociadas con QTL por grupos de ligamiento, valores de F,
fraccion de recombinacion (r) y LOD Score detectados en las familias RC,F, del
cruce entre Fonaiap 2000 y LO2.

_G-rup_o de Locus Caracteristica asociada F r LOD Score
ligamiento
RM107 N
1 ——  Fertilidad 474* 0,33 3,43
RM278
RM442 Desgrane de la panicula 8,30**
3 RM570 » 493* 0,30 4,93
——  Floracién 50%
RM442 6,12*

*Significativa (P<0,05); **altamente significativa (P<0,01).

floracion ha sido considerada como una
variable secundaria asociada a la tolerancia al
estrés hidrico. Se han encontraron variaciones
entre lineas evaluadas bajo condiciones de
estrés hidrico, para la floracion al 50%. Esta
caracteristica puede ser un criterio de seleccién
e identificacion de materiales en sus programas
de mejoramiento para la tolerancia a la sequia
(Lafitte et al., 2003).

La floraciébn es un caracter importante de
adaptacion de los cultivos y el crecimiento de las
plantas en condiciones de estrés hidrico es muy
sensible que afecta un componente significativo
del rendimiento, como lo es el porcentaje de
fertilidad de las espiguillas (Takahashi et al.,
2001).

En el cromosoma 9 se identifico un QTL para
la fertilidad de la panicula asociada al marcador
RM107. Resultado similar fue encontrado por
Temnykh et al. (2001), Mei et al. (2005) y Lang y
Buu (2008), quienes detectaron QTL's altamente
significativos para esa caracteristica en el mismo
cromosoma. El estrés hidrico reduce del 10 al
16% la fertilidad de las espiguillas y el numero
de granos por panicula; es decir, la fertilidad
y la floracion son afectadas por la sequia, su
evaluacién da informacion de las respuestas
de los genotipos a la condicién de estrés. Estas
respuestas son el resultado integral de muchos
procesos que ocurren durante el establecimiento
en campo, desarrollo vegetativo, reproductivo y
cosecha de los materiales (Babu et al., 2002).

La caracteristica desgrane fue asociada al
marcador RM442 (cromosoma 3). Segun el
porcentaje de desgrane del material genético,
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se pueden producir pérdidas de rendimiento de
grano en el campo (Quirds, 2003). Ladisminucion
del desgrane de la panicula ha sido resultado
de la domesticacion del arroz, facilitando asi la
cosecha (Acevedo et al., 2006).

CONCLUSION

Se identifico asociacion entre las isoenzimas
PRX, G6PDH, ACP, 6PGD, SDH, la tolerancia
al estrés hidrico y los indices de susceptibilidad
a la sequia en las familias de la poblacién
segregante, para variables relacionadas a la
fase vegetativa, reproductiva y de maduracién
del grano del arroz; confirmando asi la utilidad
de estos marcadores aplicados a estudios de
mapeo y cartografia genética.

Los indices de susceptibilidad a la sequia
también fueron identificados en los marcadores
tipo microsatélites para caracteristicas asociadas
al estrés hidrico. Su informaciéon puede ser
empleada como criterio en la seleccién asistida
por medio de marcadores moleculares en los
futuros programas de mejoramiento genético
del arroz, con la finalidad de identificar familias
y genotipos tolerantes a la condicién de estrés.

Los resultados constituyen un punto de partida
para el posible desarrollo de tecnologias en
el cultivo de arroz para afrontar condiciones
de bajo suministro de agua, nuevas formas de
manejo agrondmico del recurso agua, asi como
la obtencién de variedades cuya respuesta al
déficit hidrico les permita alcanzar un adecuado
desempefio agronomico, en rendimiento y
calidad de grano.
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