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Esta investigacion forma parte de la maestria en
Biotecnologia de la Ing. Agr. Constanza Taran, bajo
la direccion de Juan Rosas (INIA) y la co-direccién
de Ana Laura Pereira (INIA), con financiacion de
INIA, INASEy ANII.

Los primeros avances de este proyecto se presen-
taron en el articulo de esta revista (N°105), titula-
do "Desarrollo de herramientas biotecnolégicas
para el sectorarrocero’. En esta edicion se presen-
taranlosavancesy los resultados obtenidos hasta
la fecha.

La identificacion varietal es fundamental en la
agricultura para el desarrollo de nuevos cultivares
mediante la proteccién varietal, la certificacion de
semillasy el mantenimiento de la pureza varietal.

En Uruguay, el proceso de identificacion y otorga-
miento de titulos de propiedad en cultivares de
arroz se basa actualmente en la evaluacién visual
de caracteres fenotipicos (UPOV, 2020). Los ca-
racteres estan sujetos, en distinta medida, tanto
a la influencia del ambiente como a criterios sub-
jetivos de la persona evaluadora. Esto hace que
sean necesarios al menos dos afnos de evaluacion
a campo. Por otra parte, la identificacién de lineas
experimentales es una herramienta (til para los
programas de mejoramiento que favorecen la efi-
ciencia de los recursos.

Contar con marcadores moleculares que discri-
minen los materiales en evaluacion permitird
complementar los ensayos de campo al aportar
un método de identificacién independiente del
ambiente y de la persona evaluadora, asi como
contribuir a la eficiencia de los programas de
mejoramiento genético. Se encuentra disponible
comercialmente un panel desarrollado en el Insti-
tuto Internacional de Investigacién en Arroz (IRRI,
Arbeldez et al. 2019) denominado RiCA 1K v.4. Este
panel cuenta con 1024 SNP, seleccionados por su
variabilidad en una coleccién de alta diversidad de
arroz de tipo indica.

En este trabajo se evalia la capacidad del panel
RiCA 1K v.4 para la identificacién molecular y el
otorgamiento de titulos de propiedad en cultiva-
res y lineas experimentales avanzadas de arroz
uruguayo.

La capacidad del panel RiCA 1K v.4 para identificar
cultivares y lineas experimentales avanzadas de
arroz se evalué comparando las distancias molecu-
lares entre cultivares/lineas y dentro de un mismo
cultivar/linea.

La aptitud de RiCA 1K v.4 para otorgar titulos de
propiedad se evalué con el Criterio 2 de la UPQV,
correlacionando las distancias moleculares (Jac-
card) con las distancias fenotipicas (GAIA), mi-
diéndose, ademas, la correlacion entre ambas
distancias.

Genotipos utilizados

30 cultivares de arroz (14 variedades indicas, 4 hi-
bridos indicos, 2 variedades japdnicos tropicales
y 10 variedades japdnicas templadas) y 16 lineas
experimentales avanzadas (Li) de tipo indica del
Programa de Mejoramiento Genético de Arroz de
INIA.

Evaluacién fenotipica
Se realizé en las zafras 2022 y 2023 en base a las
directrices de la UPOV TG16/9.

Genotipado

Se extrajo un fragmento de hoja a tres individuos
por cultivar o linea experimental en el estadio de
macollaje y se genotiparon con el panel RiCA 1K
V.4.

Analisis

Se calcularon las distancias fenotipicas usando el
software GAIAy las distancias moleculares usando
el método Jaccard con la funcidn dist() en Rstudio.

Validacién para la identificacion varietal

A partir de las distancias moleculares Jaccard, se
obtuvo un dendrograma por agrupamiento je-
rarquico incluyendo a los individuos de un mis-
mo cultivar o linea experimental y se comparé su
agrupacion con la de individuos de otros cultivares
o lineas experimentales.

»

»

Q
=
=
o
Z
Q
Q
=
Q
=
Z
Q
=
=




Q, INVESTIGACION

50 | Arroz

Validacién para otorgar titulos de propiedad
Se utilizaron dos estrategias:

1) En base al Criterio 2 de la UPQV, se graficaron
las distancias GAIA y molecular, definiéndose el
umbral GAIA como la diferencia minima entre
dos cultivares diferentes, y el umbral molecular
Jaccard como el promedio de las distancias maxi-
mas entre individuos de un mismo cultivar o linea
experimental. Con dichos umbrales se definieron
cuatro cuadrantes y se observé el cumplimiento
del criterio de la UPOV.

2) Se estimd la correlacion de Mantel entre las ma-
trices de distancias CAIAy moleculares.

El panel RiCA 1K v.4 discriminé correctamente la
mayoria de los genotipos estudiados (Figura 1),
separando por subespecie indica (Ind) y japénicay
asuvez, discriminando los genotipos japdnica tro-
pical (Jtro) de los jap6nica templados (Jtem).

Ademas, en general identificé correctamente a
cada cultivar y linea experimental, y los diferen-
ci6 del resto al agrupar juntos los tres individuos
de cada genotipo, separandolos del resto de los
genotipos. Sin embargo, cuando los genotipos son
variedades esencialmente derivadas (ej. Ind-Li-33,
Ind-Var-12, Ind-Var-20, Ind-Var-19, todas derivadas
de la variedad El Paso 144), no fue posible discri-
minarlas con este panel de SNP. Asimismo, no se
encontraron diferencias moleculares detectables
entre algunos cultivares hibridos (Ind-Hib-17y Ind-
Hib-18).

Figura1 »
Dendograma de clasificacién entre las
distancias moleculares (Jaccard) y genotipo.

Jtro: japdnica tropical
Jtem:japdnica templada
Ind: indica

Var:variedad

Hib: hibrido

Li: linea experimental arroz
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En cuanto a la validez del panel para la proteccién
de cultivares mediante el Criterio 2 de la UPOV
(Figura 2), se observaron comparaciones en el
cuadrante Il de no validacion, correspondiendo a
falta de concordancia entre las distancias molecu-
laresy las fenotipicas. Sin embargo, se observé una
correspondencia general entre las distancias mo-
leculares y las fenotipicas (correlacién de Mantel
0,58, p-valor <0,0001).
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Al comparar genotipos japdnicos se observé gran
variabilidad en la distancia fenotipica, no obstan-
te, las distancias moleculares fueron similares. Por
el contrario, cuando se comparé genotipos indicos
se observé menor variabilidad fenotipica y mayor
variabilidad molecular. En lo que respecta a las
distancias fenotipicas observadas, son esperables,
dado que los materiales indicos son similaresy los
japénicos no. Los japdnicos se diferencian en el ta-
mano de grano al presentar granos cortos y medios
(Japdnicos templados) y granos largos (Japdnicos
tropicales). Al comparar materiales de distintas
subespecies se observé mayor variabilidad, tanto
a nivel genotipo como molecular.
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Figuraz »

Grafico de dispersion de distancias moleculares (Jaccard) y fenotipicas
(GAIA) con los umbrales de disticion marcados en rojo en valor 0,04 para
distancias moleculares y 3 para distancias fenotipicas. Se colorearon las
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comparaciones entre pares de cultivares segtn la subespecie.
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El panel de SNP RiCA 1K v4 es Gtil para identificar
cultivares de arroz en el monitoreo de la multipli-
cacion de semillas y la fiscalizacion del comercio, lo
que genera mayor eficiencia y confianza en el mer-
cado, y favorece el uso de semilla legal.

Ademas, mostré una adecuada capacidad para
identificar y discriminar lineas experimentales del
PMGA.

En Uruguay, mantener la trazabilidad de los cultiva-
resen la producciony el comercio de arroz es funda-
mental, por lo que esta técnica es una herramienta
invaluable para la industria.

Respecto al otorgamiento de titulos de propiedad,
el panel RiCA 1k v4 no cumple con el Criterio 2 de
la UPQV, por lo que no se aconseja su uso para este
propésito.

En resumen, se validé una herramienta biotecnolé-
gica de gran utilidad para el sector arrocero. m
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