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I n stit ut e a n d St at e  U ni v er sit y,  Bl a c k s b ur g,  V A,  U nit e d St at e s
H e at str e s s  o c c urri n g  d uri n g ri c e ( Or y z a s ati v a )  gr ai n  d e v el o p m e nt r e d u c e s

gr ai n  q u alit y,  w hi c h  oft e n  m a nif e st s a s i n cr e a s e d gr ai n c h al ki n e s s.  Alt h o u g h

t h e i m p a ct  of  h e at str e s s  o n gr ai n yi el d i s  w ell - st u di e d, t h e g e n eti c  b a si s  of

ri c e gr ai n  q u alit y  u n d er  h e at str e s s i s l e s s e x pl or e d a s  q u a ntif yi n g gr ai n  q u alit y

i s l e s s tr a ct a bl e t h a n gr ai n yi el d.  T o a d dr e s s t hi s,  w e  u s e d a n i m a g e - b a s e d

c ol ori m etri c a s s a y ( R e d,  R; a n d  Gr e e n,  G) f or  g e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n
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tr a n sl u c e nt  gr ai n s  d eri v e d fr o m c o ntr ol ( 2 8 / 2 4° C) a n d  h e at str e s s e d ( 3 6 / 3 2° C)

pl a nt s.  O ur a n al y si s yi el d e d a  n o v el g e n e, ri c e C h al k y  Gr ai n 5 (O s C G 5 ) t h at

r e g ul at e s  n at ur al v ari ati o n f or  gr ai n c h al ki n e s s  u n d er  h e at str e s s. O s C G 5
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fi n di n g s ar e s u p p ort e d  b y i n cr e a s e d c h al ki n e s s  of O s C G 5 k n o c k - o ut ( K O)

m ut a nt s r el ati v e t o  wil dt y p e ( W T) u n d er  h e at str e s s.  Gr ai n s fr o m  pl a nt s

o v er e x pr e s si n g O s C G 5 ar e l e s s c h al k y t h a n  K O s  b ut c o m p ar a bl e t o  W T

u n d er  h e at str e s s.  C o m p ar e d t o  W T a n d  O E,  K O  m ut a nt s e x hi bit  gr e at er

h e at s e n siti vit y f or  gr ai n si z e a n d  w ei g ht r el ati v e t o c o ntr ol s.  C oll e cti v el y,

t h e s e r e s ult s s h o w t h at t h e  n at ur al v ari ati o n at O s C G 5 m a y c o ntri b ut e

t o w ar d s ri c e  gr ai n  q u alit y  u n d er  h e at str e s s.
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I ntr o d u cti o n
H e at str ess ( H S) p os es a s eri o us t hr e at t o a gri c ult ur e

pr o d u cti o n a n d f o o d s e c urit y.  M a xi m u m d a yti m e t e m p er at ur e

t h at e x c e e ds 3 3° C d uri n g r e pr o d u cti v e d e v el o p m e nt aff e cts

p oll e n vi a bilit y a n d  m ulti pl e yi el d p ar a m et ers ( H at fi el d a n d

Pr u e g er, 2 0 1 5 ). I n t h e a bs e n c e of g e n eti c i m pr o v e m e nt of

cr o ps f or e n h a n c e d h e at r esili e n c e, e v er y 1° C t e m p er at ur e

i n cr e m e nt is pr e di ct e d t o r es ult i n yi el d l oss of 3. 2 % f or ri c e,

6 % f or  w h e at, 7. 4 % f or  m ai z e, a n d 3. 1 % f or s o y b e a n ( Z h a o et al.,

2 0 1 7 ).  Ri c e yi el d l oss is p arti c ul arl y d etri m e nt al as it s er v es as a

m aj or di et ar y s o ur c e f or n e arl y 3. 5 billi o n p e o pl e ( Wi n g et al.,

2 0 1 8 ). B esi d es yi el d,  H S o c c urri n g d uri n g gr ai n d e v el o p m e nt

als o r e d u c es ri c e gr ai n q u alit y ( Is hi m ar u et al., 2 0 0 9; Kris h n a n

et al., 2 0 1 1 ; Sr e e ni v as ul u et al., 2 0 1 5 ; N a k at a et al., 2 0 1 7 ; S hi et al.,

2 0 1 7 ; W a d a et al., 2 0 1 9 ; Z h e n et al., 2 0 1 9 ; P a ul et al., 2 0 2 0 ).

T h es e yi el d a n d q u alit y c o nstr ai nts hi g hli g ht t h e n e e d f or

d e v el o pi n g h e at r esili e nt ri c e c ulti v ars ( Fr a g k ost ef a n a kis et al.,

2 0 1 5 ; G e a n g e et al., 2 0 2 1 ).  V ari o us cr o p i m pr o v e m e nt pr o gr a ms

h a v e us e d g e n o m e- wi d e ass o ci ati o n st u di es ( G W A S), g e n eti c

m a p pi n g or r e v ers e g e n eti cs a p pr o a c h es t o c h ar a ct eri z e  m aj or

Q T Ls f or ri c e yi el d a n d gr ai n si z e ( H u a n g et al., 2 0 1 3 ).  H o w e v er,

o ur u n d erst a n di n g of t h e g e n eti c b asis of gr ai n yi el d a n d

es p e ci all y q u alit y u n d er  H S is still li mit e d d u e t o c h all e n g es i n

i m p osi n g a t ar g et e d  H S f or l ar g e n u m b er of a c c essi o ns (X u et al.,

2 0 2 1 ).  T h e c o m m o n pri oriti z ati o n of gr ai n yi el d o v er gr ai n

q u alit y i n br e e di n g pr o gr a ms h as als o l e d t o d e v el o p m e nt of

m a n y v ari eti es t h at ar e pr ef err e d b y f ar m ers f or t h eir yi el d, b ut

n ot b y c o ns u m ers.  Cli m at e dri v e n hi g h er t e m p er at ur e d uri n g

gr ai n d e v el o p m e nt is pr e di ct e d t o f urt h er e x a c er b at e t his

pr o bl e m ( M orit a et al., 2 0 1 6 ).

Ri c e q u alit y tr aits ar e hi g hl y c orr el at e d  wit h t h e  m ar k et pri c e

(C u e v as et al., 2 0 1 6 ; C ust o di o et al., 2 0 1 9 ; Y a n g et al., 2 0 2 1 ). F or

i nst a n c e,  mill e d gr ai ns ar e gr a d e d o n t h eir p er c e nt a g e of

c h al ki n ess, c h al k y gr ai ns b ei n g  m or e pr o n e t o br e a k a g e i n t h e

milli n g pr o c ess d u e t o t h e l o w er i ntri nsi c gr ai n str e n gt h c a us e d

b y airs p a c e a m o n g t h e a b n or m al st ar c h gr a n ul es ( Misr a et al.,

2 0 2 1 ).  Gr ai n c h al ki n ess is a p ol y g e ni c tr ait i d e ntifi e d as o p a q u e

w hit e dis c ol or ati o n of t h e tr a nsl u c e nt e n d os p er m ( Ar mstr o n g

et al., 2 0 1 9 ).  H S o c c urri n g d uri n g gr ai n d e v el o p m e nt tri g g ers a n

i n cr e as e i n gr ai n c h al ki n ess (T as hir o a n d  W ar dl a w, 1 9 9 1 ;

Y a m a k a w a et al., 2 0 0 7 ; Fit z g er al d a n d  R es urr e c ci o n, 2 0 0 9 ;

M as ut o mi et al., 2 0 1 5 ; M orit a et al., 2 0 1 6 ; P a ul et al., 2 0 2 0 ).

H S c a us es  misr e g ul ati o n of g e n es t h at c o ntr ol st ar c h a n d st or a g e

pr ot ei n  m et a b oli c p at h w a ys ( Li u et al., 2 0 1 0 ; Y a m a k a w a  &

H a k at a, 2 0 1 0 ; H a k at a et al., 2 0 1 2 ; K a n e k o et al., 2 0 1 6 ;

Is hi m ar u et al., 2 0 1 9; G a n n et al., 2 0 2 1 ; W a n g et al., 2 0 2 1 ).

F or i nst a n c e, C h al k 5 a n d U G P as e 1 ar e t w o of t h e g e n es k n o w n t o

c o ntri b ut e t o v ari ati o n i n gr ai n c h al ki n ess ( Li et al., 2 0 1 4 a ; W o o

et al., 2 0 0 8 ).  Ot h er gr ai n q u alit y g e n es aff e ct e d b y  H S i n cl u d e

tr a n s cri pti o n f a ct ors a n d g e nes r e g ul ati n g p h yt o h or m o n e

h o m e ost asis ( Z h u et al., 2 0 1 1 ; W a n g et al., 2 0 1 3 ; K a n e k o et al.,
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 2
2 0 1 6 ; Z h a n g et al., 2 0 1 8 ; W a n g et al., 2 0 2 0 ; X u et al., 2 0 2 0 ; B a ys al

et al., 2 0 2 0 ).  H o w e v er, t h e e xt e nt t o  w hi c h t h e d et er mi n a nts of

n at ur al v ari ati o n f or gr ai n q u alit y u n d er n or m al t e m p er at ur es

will b e i n v ol v e d i n g r ai n q u alit y v a ri ati o n u n d e r  H S i s

n ot k n o w n.

Gr ai n pr o p erti es s u c h as c h al ki n ess, c ol or, a n d s h a p e h a v e

b e e n q u a nti fi e d usi n g i m a gi n g s yst e ms. F or i nst a n c e, s u p p ort

v e ct or  m a c hi n e ( S V M) a n d di git al i m a g e pr o c essi n g h a v e b e e n

u s e d t o a n al y z e g r ai n c h al ki n e s s a n d d et e ct st r u ct u r al

a b n or m aliti es i n ri c e ( Y os hi o k a et al., 2 0 0 7 ; S u n et al., 2 0 1 4 ;

C h e n et al., 2 0 1 9 ; M a et al., 2 0 2 0 ; A z n a n et al., 2 0 2 1 ). Si g nifi c a nt

i m p r o v e m e nt t o t h e s e a p p r o a c h e s, d e e p l e a r ni n g - b a s e d

s u p er vis e d s e g m e nt ati o n  m et h o ds c a n esti m at e  H S-i n d u c e d

gr ai n c h al ki n ess ( W a n g et al., 2 0 2 2 ).  A p art fr o m ar e a- b as e d,

t w o- di m e nsi o n al i m a gi n g s yst e ms, t h e t hr e e- di m e nsi o n al hi g h-

r es ol uti o n  X-r a y  mi cr o c o m p ut e d t o m o gr a p h y t e c h ni q u e h as

als o b e e n utili z e d as a v ol u m e- b as e d a p pr o a c h t o a c c ur at el y

q u a ntif y gr ai n c h al ki n ess ( S u a n d  Xi a o, 2 0 2 0 ).  H y p ers p e ctr al

i m a gi n g s yst e m h as als o b e e n r e c e ntl y us e d t o a n al y z e gr ai n

q u alit y ( C a p or as o et al., 2 0 1 8 ; Ar mstr o n g et al., 2 0 1 9 ; F e n g et al.,

2 0 1 9 ; G a o et al., 2 0 2 1 ). F or i nst a n c e, r e c e nt st u di es h a v e

c o m bi n e d h y p e r s p e ct r al i m a gi n g a n d g e n eti c a s s o ci ati o n

st u di es t o i d e ntif y s e v er al l o ci ass o ci at e d  wit h gr ai n c h al ki n ess

(B ar n a b y et al., 2 0 2 0 ; Xi a o et al., 2 0 2 2 ).  H o w e v er, a si mil ar

a p pr o a c h c o m bi ni n g i m a gi n g a n d g e n eti c ass o ci ati o n a n al ysis

h as n ot b e e n e x pl or e d f or gr ai n q u alit y d et er mi n ati o n u n d er  H S.

C o n v e nti o n al p h e n ot y pi c e v al u ati o n of gr ai n c h al ki n ess

a d o pts c o m m er ci al gr ai n a n al yti c al s c a n n ers a n d i m a gi n g

s yst e ms (Qi u et al., 2 0 1 5 ; M ars c h al e k et al., 2 0 1 7 ; Misr a et al.,

2 0 2 1 ).  T h es e t y pi c all y r e q uir e l ar g e gr ai n q u a ntiti es t h at ar e

i nt e n d e d f or fi el d-s c al e e x p eri m e nts.  H o w e v er, c o n d u cti n g

pr e cis el y ti m e d  H S e x p eri m e nts f or a di v ers e s et of a c c essi o ns

wit h v a r yi n g fl o w e ri n g ti m e i s n ot p r a cti c al i n t h e fi el d

e n vi r o n m e nt.  R at h e r, c o nt r oll e d e n vi r o n m e nt c o n diti o n s

c o m bi n e d  wit h i m a g e- b as e d s oft w ar e t h at c a n r a pi dl y q u a ntif y

t h e o pti c al pr o p erti es of s m all q u a ntiti es of gr ai ns is pr ef err e d f or

m a p pi n g gr ai n tr aits fr o m a di v ers e s et of a c c essi o ns ( V el es a c a

et al., 2 0 2 1 ). S e e d E xtr act or , a n o p e n s o ur c e i m a gi n g s oft w ar e, c a n

a c c ur at el y  m e as ur e gr ai n c ol ors i n t hr e e br o a d b a n d c ol or

i nt e nsiti es,  R e d ( R),  Gr e e n ( G), a n d  Bl u e ( B) (Z h u et al.,

2 0 2 1 a ). E a c h pi x el i n di git al i m a g es i n  R G B f or m at r a n g es

fr o m 0- 0- 0 t o 2 5 5- 2 5 5- 2 5 5 a n d pr o d u c e a si n gl e- c ol or v al u e

f or t h at pi x el i n t h e i m a g e (D ell ’A q uil a, 2 0 0 6 ; El m asr y et al.,

2 0 1 9 ).  R G B i nt e nsiti es ass o ci at e d  wit h gr ai n pi x el ar e t h e n us e d

t o a n al y z e c h a n g es i n gr ai n pr o p erti es.  T h e r ati o of  R t o  G

s p e ctr al r efl e ct a n c e ( R R E D : RG R E E N ) is a r o b ust i n d e x t o q u a ntif y

l e af pi g m e nt ati o n p att er ns (G a m o n a n d S urf us, 1 9 9 9 ).  H o w e v er,

t h e si g nifi c a n c e of  R G B c h a n n el i nt e nsiti es a n d t h eir r ati os i n t h e

c o nt e xt of gr ai n c h al ki n ess is n ot r e p ort e d. I n t his st u d y,  w e

e x a mi n e d t h e p ot e nti al of usi n g t h e  R t o  G pi x el r ati o ( R G) as a n

i n di c at or of gr ai n q u alit y.  T o a c hi e v e t his,  w e fi rst i m p os e d a  H S

tr e at m e nt o n a s et of a c c essi o ns fr o m ri c e di v ersit y p a n el 1

( R D P 1) (Ei z e n g a et al., 2 0 1 4 ).  Usi n g gr ai ns d eri v e d fr o m t h es e
fr o nti er si n. or g
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tr e at m e nts f or i m a gi n g,  w e o bt ai n e d  R G v al u es as a d eri v e d

p h e n ot y pi c tr ait u n d er c o ntr ol a n d  H S f or g e n o m e- wi d e

ass o ci ati o n ( G W A) a n al ysis.  W e h a v e i d e nti fi e d a c a n di d at e

g e n e, ric e c h al k y gr ai n 5 (Os C G 5 ) ass o ci at e d  wit h a si g nifi c a nt

l o c u s o n c h r o m o s o m e 5.  Hi g h e r Os C G 5 t r a n s c ri pt l e v el

n e g ati v el y c orr el at es  wit h gr ai n c h al ki n ess u n d er  H S.  Gr ai ns of

m ut a nt pl a nts d e fi ci e nt i n Os C G 5 h a v e gr e at er s e nsiti vit y t o  H S

a n d t h os e fr o m o v er e x pr essi o n pl a nts ar e l ess s e nsiti v e t o  H S.
M at eri al a n d  m et h o d s

Pl a nt  m at eri al a n d gr o wt h c o n diti o n s

W e s el e ct e d 2 2 9 a c c e s si o n s f r o m  R D P 1 r e p r e s e nti n g

diff er e nt s u b- p o p ul ati o ns of ri c e g er m pl as m f or e v al u ati n g t h e

p h e n ot y pi c v ari ati o n i n gr ai n q u alit y i n r es p o ns e t o  H S ( Z h a o

et al., 2 0 1 1 ; Ei z e n g a et al., 2 0 1 4 ; M c C o u c h et al., 2 0 1 6 ).

A c c essi o ns s el e ct e d fr o m  R D P 1 p a n el r e pr es e nt fi v e  m aj or s u b-

p o p ul ati o ns s p a n ni n g di v ers e g e o gr a p hi c al ori gi ns, i n cl u di n g 4 1

i n di c a, 5 5 t e m p er at e j a p o ni c a, 5 0 tr o pi c al j a p o ni c a, 3 9 a us, 7

ar o m ati c, 2 5 a d mi x e d i n di c a or j a p o ni c a a n d a s et of 1 2

a c c essi o ns l a c ki n g s u bs p e ci es i nf or m ati o n ( Fi g ur e S 1 ; T a bl e

S 1 ).  D e h ull e d ri c e gr ai ns, st erili z e d  wit h bl e a c h ( 4 0 % v/ v) f or

4 0  mi n, a n d s o a k e d i n st eril e  w at er o v er ni g ht,  w er e g er mi n at e d

o n h alf-str e n gt h  M ur as hi g e a n d S k o o g ( M S)  m e di a f or 2 d i n t h e

d ar k, f oll o w e d b y 1 d gr o wt h i n li g ht. S e e dli n gs tr a ns pl a nt e d i n

1 0 c m s q u ar e p ots t h at c o nt ai n e d n at ur al s oil  mi x  w er e gr o w n

u n d er a c o ntr oll e d gr e e n h o us e di ur n al s etti n g  wit h t e m p er at ur e

2 8/ 2 4 ± 1° C, li g ht/ d ar k 1 6/ 8 h, a n d r el ati v e h u mi dit y of 5 5- 6 0 %.

S pi k el ets  w er e  m ar k e d t o r e c or d t h e fl o w eri n g ti m e, a n d h alf of

t h e pl a nts ( 2- 8 r e pli c at es p er a c c essi o n f or e a c h tr e at m e nt)  w er e

gi v e n  H S tr e at m e nt ( 3 6/ 3 2 ± 1° C) 1 d aft er fl o w eri n g of  m ar k e d

s pi k el ets.  H S c o n diti o n  w as  m ai nt ai n e d f or 5 d, a n d tr e at e d

pl a nts  w er e  m o v e d b a c k t o t h e c o ntr ol ( 2 8/ 2 4° C) gr e e n h o us e

u ntil  m at urit y.  M ar k e d  m at ur e d e h ull e d gr ai ns h ar v est e d fr o m

b ot h c o nt r ol a n d  H S tr e at e d pl a nt s  w e r e u s e d f o r gr ai n

i m a g e a n al ysis.
M at ur e s e e d  m or p h o m etri c a n d
c ol ori m etri c a n al y si s

H ar v est e d p a ni cl es fr o m c o ntr ol a n d  H S tr e at e d pl a nts  w er e

dri e d f or t w o  w e e ks ( 2 8° C), a n d d e h ull e d  m ar k e d gr ai ns  w er e

c oll e ct e d f or i m a gi n g.  D e h ull e d gr ai ns  w er e s c a n n e d usi n g E ps o n

E x p r e s si o n 1 2 0 0 0  X L s c a n n e r ( E p s o n  A m e ri c a I n c., L o s

Al a mit os,  C A,  U S A) at 6 0 0 d pi r es ol uti o n. S c a n n e d i m a g es

w er e pr o c ess e d usi n g a  M A T L A B a p pli c ati o n, S e e d E xtr act or

(Z h u et al., 2 0 2 1 a ).  Aft er r e m o vi n g t h e gr ai n s h a p e o utli ers

a n d fi lt eri n g f or n or m alit y, t h e a dj ust e d  m e a n f or e a c h a c c essi o n

a cr oss r e pli c at es  w er e o bt ai n e d  wit h t h e st atisti c al  m o d el as

d es cri b e d pr e vi o usl y ( Z h u et al., 2 0 2 1 a ).
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 3
G e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n st u d y ( G W A S)

A 7 0 0 K hi g h- d e nsit y ri c e arr a y  m ar k er d at as et  w as us e d t o

r u n t h e  G W A S (M c C o u c h et al., 2 0 1 6 ). I n t ot al, 4 1 1, 0 6 6 S N Ps

w er e r et ai n e d aft er fi lt eri n g f or  missi n g d at a ( < 2 0 %) a n d  mi n or

all el e fr e q u e n c y ( < 5 %).  T h e p o p ul ati o n str u ct ur e of t h e st u di e d

a c c essi o ns  w as ass ess e d usi n g pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis

( P C A) o n t h e c o nstr u ct e d g e n o mi c r el ati o ns hi p  m atri x (Z h e n g

et al., 2 0 1 2 ) (Fi g ur e S 1 ).  G W A S  w as c o n d u ct e d i n rr B L U P  R

p a c k a g e ( E n d el m a n, 2 0 1 1 ) usi n g t h e li n e ar  mi x e d  m o d el

d es cri b e d e arli er ( D h att et al., 2 0 2 1 ). S N P  m a r k ers  w er e

d e cl ar e d si g ni fi c a nt usi n g t h e P - v al u e t hr es h ol d of – l o g 1 0(P ) >

6. 5, b as e d o n  m et h o d of Li a n d Ji ( 2 0 0 5) usi n g eff e cti v e n u m b er

of  m ar k ers ( Li a n d Ji, 2 0 0 5 ; H uss ai n et al., 2 0 2 0 ).  M a n h att a n pl ot

a n d  Q- Q pl ot  w er e cr e at e d usi n g  R p a c k a g e q q m a n ( T ur n er,

2 0 1 8 ). P h e n ot y pi c v ari a n c e (R 2 ) e x pl ai n e d b y e a c h S N P  w as

esti m at e d usi n g t h e mi x e d.s ol v e () f u n cti o n fr o m t h e rr B L U P  R

p a c k a g e ( E n d el m a n, 2 0 1 1 )  wit h S N P h a vi n g v ari a n c e e q u al t o

K s 2 u ,  w h er e K is t h e d esi g n  m atri x of S N P a n d u is t h e r a n d o m

eff e ct of t h e S N P.  A d diti o n all y, R 2 e x pl ai n e d b y t h e l o c us h a vi n g

all t h e si g ni fi c a nt S N Ps  w as esti m at e d usi n g B G L R  R p a c k a g e

(P e ŕ e z a n d  D e L os  C a m p os, 2 0 1 4 ). F or t his, all t h e S N Ps  w er e

fi tt e d j oi ntl y a c c o u nti n g t h e L D b et w e e n t h e  m ar k ers vi a a

g e n o mi c r e st ri ct e d  m a xi m u m li k eli h o o d  m et h o d ( D h att

et al., 2 0 2 1 ).
V e ct or c o n str u cti o n a n d
tr a n s g e ni c s g e n er ati o n

W e g e n er at e d  m ut a nt a n d o v er e x pr essi o n li n es of Os C G 5

(L O C _ Os 0 5 g 4 0 8 5 0 ) ass o ci at e d  wit h S N P- 5. 2 3 8 9 6 9 6 8 at t h e

p ositi o n 2 3, 9 5 9, 5 4 8 b p ( c hr 5) t o i n v esti g at e t h e g e n eti c b asis

of gr ai n c h al ki n ess. F or Os C G 5 C RI S P R- C as 9  m ut a nts, t h e

si n gl e- g ui d e  R N As (s g R N As) d esi g n e d usi n g  C RI S P R- P 2. 0

(htt p:// cris pr. h z a u. e d u. c n/ C RI S P R/ )  w as cl o n e d as d es cri b e d

b y L o w d er et al. ( 2 0 1 5) (L ei et al., 2 0 1 4 ; L o w d er et al., 2 0 1 5 ).

T h e si n gl e - g ui d e s e q u e n c e cl o n e d i n p Y P Q 1 4 1 C ( u si n g

E s p 3I/ B s m BI sit e)  w a s r e c o m bi n e d  wit h p A NI C 6 B a n d

p Y P Q 1 6 7 ( C as 9) usi n g L R- cl o n as e.  O v er e x pr essi o n c o nstr u ct

f or Os C G 5 w as g e n er at e d usi n g  G at e w a y cl o ni n g s yst e m. F or

t his, t h e g e ni c r e gi o n a n d ~ 2 k b u pstr e a m of Os C G 5 a m pli fi e d

fr o m  Kit a a k e  D N A usi n g P h usi o n  Hi g h Fi dilit y P C R  m ast er  mi x

( T h er m o S ci e ntifi c,  U S A)  w as cl o n e d i n p E N T R- D- T o p o v e ct or

( T h er m o S ci e ntifi c,  U S A) t o g et a n e ntr y cl o n e.  T h e e ntr y cl o n e

w as r e c o m bi n e d  wit h  m o di fi e d p M D C 9 9 t h at c o nt ai n e d  N O S

t er mi n at or (C urtis a n d  Gr oss ni kl a us, 2 0 0 3 ; C a m p b ell et al.,

2 0 1 7 ) t o c o n st r u ct t h e d e sti n ati o n o v e r e x p r e s si o n. F o r

g e n er ati n g st a bl e  G U S li n es, Os C G 5 pr o m ot er ( ~ 2 k b k b

u pstr e a m of t h e st art c o d o n) a m pli fi e d fr o m  Kit a a k e  D N A  w as

cl o n e d i nt o p E N T R- D- T o p o v e ct or a n d t h e n r e c o m bi n e d  wit h

p M D C 1 6 3 t o g et d esti n ati o n cl o n e  wit h  G U S r e p ort er.  T h es e
fr o nti er si n. or g
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d e s ti n a ti o n c o n s t r u c t s  w e r e t h e n t r a n sf o r m e d i n t o

A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e ns str ai n E H A 1 0 5,  w hi c h  w as us e d

f or ri c e c all us tr a nsf or m ati o n (C h e n g et al., 1 9 9 8 ; C h e n et al.,

2 0 1 6 ). F or  C RI S P R- C as 9 li n es,  T 1 pl a nts  w er e s cr e e n e d f or t h e

pr es e n c e of  C as 9 c o nstr u ct usi n g  G U S- b as e d s cr e e ni n g ass a y.

T h e  D N A e xtr a ct e d fr o m pl a nts l a c ki n g t h e  C as 9 c o nstr u ct  w as

us e d t o s cr e e n f or t h e pr es e n c e of a  m ut ati o n usi n g S a n g er

s e q u e n ci n g.  H o m o z y g o us pl a nts fr o m  T 3 or l at er g e n er ati o ns

w er e us e d f or p h e n ot y pi c e v al u ati o n. F or o v er e x pr essi o n li n es,

h o m o z y g o us pl a nts  w er e us e d t o c o n fi r m t h e o v er e x pr essi o n of

Os C G 5 usi n g q P C R ass a y. F or  G U S ass a y, diff er e nt pl a nt tiss u es

w er e st ai n e d  wit h  G U S s ol uti o n as d es cri b e d pr e vi o usl y ( S c h mit z

et al., 2 0 1 5 ). Pri m ers us e d i n t h e st u d y ar e list e d i n T a bl e S 2 .
P h e n ot y pi c e v al u ati o n  of gr ai n s fr o m
C RI S P R - C a s 9 a n d  O v er e x pr e s si o n
tr a n s g e ni c  pl a nt s

F or a n al y zi n g t h e  H S r es p o ns e of gr ai ns fr o m tr a ns g e ni c

pl a nts a n d  Kit a a k e ( W T), s pi k el ets  w er e  m ar k e d at fl o w eri n g,

a n d pl a nts  w er e e x p os e d t o eit h er  H S 1 d aft er fl o w eri n g ( 5 d  H S,

3 6/ 3 2° C ) a n d r et u r n e d t o c o nt r ol c o n diti o n o r g r o w n

t h r o u g h o ut i n c o nt r ol g r e e nh o u s e.  At  m at u rit y,  m a r k e d,

d e h ull e d gr ai ns  w er e us e d f or gr ai n si z e a n d c ol ori m etri c

a n al ysis. I n t ot al, 6- 7 pl a nts f or e a c h g e n ot y p e p er tr e at m e nt

w er e us e d f or p h e n ot y pi c a n al ysis ( T a bl e S 3 ).  C u m ul ati v el y,  w e

u s e d 3, 9 8 8  m a r k e d g r ai n s f r o m diff e r e nt g e n ot y p e s a n d

tr e at m e nts f or t his a n al ysis.
H y p er s p e ctr al i m a gi n g  of gr ai n s fr o m
tr a n s g e ni c  pl a nt s

W e  m e as ur e d h y p ers p e ctr al r e fl e ct a n c e ( 6 0 0- 1 7 0 0 n m) of

gr ai ns fr o m tr a ns g e ni c li n es usi n g t h e H y p er S e e d i m a gi n g

pl atf or m ( G a o et al., 2 0 2 1 ). Bri efl y, gr ai ns fr o m c o ntr ol a n d  H S

gr o u ps  w er e pl a c e d o n a c o nst a ntl y  m o vi n g pl atf or m a n d s c a n n e d

b y a h y p ers p e ctr al c a m er a ( Mi cr o- H y p ers p e c I m a gi n g S e ns ors,

E xt e n d e d  V NI R v ersi o n,  H e a d w all P h ot o ni cs, Fit c h b ur g,  M A,

U S A)  wit h E x p os ur e  Ti m e a n d Fr a m e P eri o d s et t o 1 2  ms a n d 1 8

ms, r es p e cti v el y.  T h e i m a g es  w er e c a pt ur e d i n t he f or m of t hr e e-

di m e nsi o n al ( x, y, l ) h y p er c u b es  w h er e x, y r e pr es e nt e d t h e

p ositi o n of t he pi x el i n s p ati al di m e nsi o ns, a n d l r ef err e d t o t he

i n d e x of  w a v el e n gt h i n s p e ctr al di m e nsi o n.  T h e n t h e i m a g es  w er e

pr e pr o c ess e d b y r e m o vi n g 5 % of b a n ds at t h e b e gi n ni n g a n d e n d

of t h e s p e ctr u m f or b etter a c c ur a c y a n d c ali br at e d usi n g d ar k a n d

w hit e r ef er e n c es.  Aft er w ar d, t h es e i m a g es  w er e f urt h er pr o c ess e d

usi n g a t w o-st e p gr ai n s e g m e nt ati o n al g orit h m t o e xtr a ct t h e gr ai n

s p e ctr a a n d r e m o v e t h e b a c k gr o u n d. S p e ctr al r efl e ct a n ce of gr ai ns

fr o m t he s a m e pl a nt  w as a v er a g e d al o n g s p ati al di m e nsi o ns f or

f urt h er a n al ysis.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 4
St ati sti c al a n al y si s  of gr ai n  R G,
m or p h o m etri c s a n d g e n e
e x pr e s si o n  d at a

T h e si g ni fi c a n c e l e v el f or gr ai n  R G a n d  m or p h o m etri cs d at a

[ gr ai n l e n gt h, gr ai n  wi dt h, gr ai n ar e a, a n d si n gl e gr ai n  w ei g ht

(s g w)]  w as d et er mi n e d usi n g t w o- w a y  A N O V A. St u d e nts t-t est

w as us e d t o t est f or st atisti c al si g ni fi c a n c e f or g e n e e x pr essi o n

wit hi n a n d b et w e e n all eli c gr o u ps. P C A  w as us e d t o i ns p e ct t h e

R D P 1 p o p ul ati o n str u ct ur e usi n g t h e  R p a c k a g es F a ct o Mi n e R

a n d f a ct o e xtr a ( L e ̂ et al., 2 0 0 8 ). P air wis e P e ars o n c orr el ati o n

c o effi ci e nt ( P C C) of Os C G 5 wit h all ot h er gr ai n e x pr ess e d g e n es

w er e c al c ul at e d usi n g r c orr f u n cti o n  wit h t h e P e ars o n o pti o n i n

H mis c  R p a c k a g e ( H arr ell, 2 0 1 4 ).  All st atisti c al a n al ys es i n t his

st u d y  w e r e p e rf o r m e d i n t h e  R e n vi r o n m e nt ( R C o r e

T e a m, 2 0 1 9 ).
R e s ult s

P h e n ot y pi c v ari ati o n i n  h e at str e s s
r e s p o n s e  of gr ai n c ol ori m etri c
p ar a m et er s

T o el u ci d at e t h e p h e n ot y pi c v ari ati o n i n gr ai n q u alit y i n

r es p o ns e t o  H S,  w e e x p os e d 2 2 9 a c c essi o ns fr o m t h e  R D P 1 t o 5 d

of  H S ( 3 6/ 3 2 ± 1° C) tr e at m e nt b e gi n ni n g at 1 d aft er fl o w eri n g

( D A F) a n d a c orr es p o n di n g s et t o c o ntr ol ( 2 8/ 2 4  ± 1° C)

tr e at m e nt. Fl o w eri n g s pi k el ets  w er e i n di vi d u all y  m ar k e d o n

t h e d a y of f ertili z ati o n a n d tr a c k e d d uri n g t h e c o urs e of t h e  H S

tr e at m e nt.  W e c oll e ct e d t h e  m at ur e,  m ar k e d gr ai ns a n d d e h ull e d

t h e m b ef or e s c a n ni n g f or gr ai n c ol or ( R,  G a n d B) pi x els usi n g

t h e S e e d E xtr act or (Z h u et al., 2 0 2 1 a ).  W e o nl y us e d  R a n d  G

c h a n n el c ol ors f or e x a mi ni n g t h e i m p a ct of  H S o n t h e  R a n d  G

pi x el i nt e nsiti es fr o m c o ntr ol a n d  H S tr e at m e nt gr ai ns.  W e

s o u g ht t o d et er mi n e if t h e r ati o of  R t o  G pi x el i nt e nsiti es

( R G) f or gr ai ns c a n b e us e d as pr o x y f or gr ai n c h al ki n ess c a us e d

b y  H S tr e at m e nt.  Vis u al e x a mi n ati o n of gr ai ns i n di c at es t h at

e v e n a tr a nsi e nt  H S tr e at m e nt i n cr e as es gr ai n c h al ki n ess.  T o t est

t his,  w e  m e as ur e d t h e  R G v al u es of tr a nsl u c e nt a n d c h al k y gr ai ns

o bt ai n e d fr o m c o ntr ol a n d  H S tr e at e d pl a nts of  Kit a a k e c v,

r es p e cti v el y (Fi g ur e 1 A ).  T h e  R G v al u e of  H S-tr e at e d c h al k y

gr ai ns  w er e si g ni fi c a ntl y hi g h er t h a n t h e tr a nsl u c e nt c o ntr ol

gr ai ns ( Fi g ur e 1 B ).  A si mil ar  m e as ur e m e nt f or t h e  R D P 1

a c c essi o ns h a d a r a n g e of gr ai n  R G ( 1. 0 3 t o 1. 5 7),  wit h  m e a n

R G v al u es u n d er c o ntr ol a n d  H S t o b e 1. 1 3 a n d 1. 1 2, r es p e cti v el y

(T a bl e S 4 ).  T h e  R D P 1  m e a n v al u es f or  R G f or c o ntr ol a n d  H S

w er e si mil ar d u e t o t h e f a ct t h at gr ai ns fr o m  m a n y a c c essi o ns

v ar y i n o p p osit e dir e cti o ns i n t h eir r es p o ns e t o  H S.

W e n e xt e x a mi n e d  w h et h er t h e  H S s e nsiti vit y f or t h e  R G

tr ait a m o n g  R D P 1 a c c essi o ns c orr el at e d  wit h c h al ki n ess f or

s e v er al di v ers e a c c essi o ns a n d o bt ai n e d t h e p er c e nt a g e c h a n g e
fr o nti er si n. or g
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of t h eir  R G v al u es u n d er  H S ( H S/ C o ntr ol) ( Fi g ur e 1 ; T a bl e S 4 ).

W e vis u all y c o n fi r m e d t h at t h e a c c essi o ns  wit h hi g h er  H S/

C o ntr ol f or  R G v al u es g e n er all y h a d hi g h er c h al ki n ess u n d er

H S c o m p ar e d t o c orr es p o n di n g c o ntr ols a n d, h e n c e,  w er e

c o n si d e r e d  m o r e h e at - s e n siti v e i n g r ai n q u alit y c o nt e xt

(Fi g ur es 1 C , D ).  C o n v ers el y, a c c essi o ns  wit h l o w er  H S/ C o ntr ol

f or  R G e x hi bit e d r el ati v el y l o w er gr ai n c h al ki n ess i n g e n er al.

T h es e r es ults s u g g est t h at  R G v al u es ar e ass o ci at e d  wit h gr ai n

c h al ki n ess u n d er  H S a m o n g t h e di v ers e a c c essi o ns, alt h o u g h

t h er e ar e s o m e a c c essi o ns  w h er e t his r el ati o ns hi p d o es n ot h ol d

tr u e (Fi g ur es 1 C , D ).
G e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n a n al y si s f or
l o ci a s s o ci at e d  wit h  R G

Gi v e n t h e ass o ci ati o n b et w e e n  R G v al u es a n d c h al ki n ess,  w e

i n c or p or at e d t h e  R G v al u es as a p h e n ot y pi c tr ait t o diss e ct t h e

g e n eti c b asis of gr ai n c h al ki n ess.  W e c o n d u ct e d i n d e p e n d e nt

G W A a n al ysis f or c o ntr ol a n d  H S tr e at m e nts.  T h e  G W A

a n al ysis i d e nti fi e d 1 0 6 si g ni fi c a nt S N Ps t h at ar e str o n gl y

ass o ci at e d ( – l o g1 0 (P ) > 6. 5)  wit h  R G v al u es (Fi g ur e 2 ).  Of
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 5
t h e s e 3 0 S N P s  w e r e d et e ct e d f r o m a n al y si s of c o nt r ol

c o n diti o n gr ai ns a n d 7 6 S N Ps fr o m t h e  H S tr e at m e nt.  O nl y

s e v e n S N Ps, u n d erl yi n g s e v e n p e a ks  w er e d et e ct e d i n b ot h

c o n diti o n s ( T a bl e S 5 ).  U n d e r c o nt r ol c o n diti o n s S N P -

1 1. 2 1 5 7 7 9 7 4 o n  C hr 1 1  w as t h e  m ost si g ni fi c a nt ( P = 1 0. 9) a n d

w as als o d et e ct e d u n d er  H S ( P = 8. 2 8).  T his S N P l o c ali z es t o t h e

s e c o n d i ntr o ni c r e gi o n of a p e nt atri c o p e pti d e r e p e at d o m ai n

( P P R) pr ot ei n- c o di n g g e n e (L O C _ Os 1 1 g 3 7 3 3 0 ).  A  m ut a nt of

a n ot h er g e n e ( n o n- h o m ol o g) fr o m t his d o m ai n f a mil y i n  C hr 1 1,

s m all k e r n el 1 (L O C _ Os 1 1 g 1 0 7 4 0 ), i s i n v ol v e d i n g r ai n

d e v el o p m e nt i n ri c e a n d  m ai z e, a n d h a s a c h al k y a n d

s hr u n k e n p h e n ot y p e (Li et al., 2 0 1 4 b ).  W e als o i d e ntifi e d S N Ps

t h at c o-l o c ali z e t o g e n es f u n cti o ni n g i n gr ai n d e v el o p m e nt  wit h a

p ot e nti al a u xili a r y r ol e i n c h al ki n ess. F or i nst a n c e, S N P-

1. 4 2 9 4 9 2 7 1 ( C o ntr ol P = 8. 6 2,  H S P = 8. 6 0) is l o c at e d  wit hi n a

c ell c y cl e s wit c h 5 2 B g e n e Os C C S 5 2 B ( L O C _ Os 0 1 g 7 4 1 4 6) t h at

c o ntr ols c ell si z e a n d r e g ul at es e n d or e d u pli c ati o n t o d et er mi n e

t h e gr ai n si z e (S u ’u di et al., 2 0 1 2 ).  Alt h o u g h it di d n ot  m e et t h e

stri n g e nt P - v al u e c ut off, S N P- 5. 5 1 4 3 4 3 3 o n  C hr 5 a p p e ar e d i n

b ot h c o n diti o ns ( C o ntr ol P = 5. 9 4,  H S P = 5. 8 3) a n d is l o c at e d

1 7 1 b p u pstr e a m of a n e x pr ess e d pr ot ei n, L O C _ Os 0 5 g 0 9 2 0 0 .

N ot a bl y, L O C _ Os 0 5 g 0 9 2 0 0 h a s b e e n p r o p o s e d t o b e a
B

C D

A

FI G U R E 1

R el ati o n  b et w e e n v ari ati o n i n t h e r ati o  of gr ai n  R a n d  G pi x el i nt e n sit y ( R G) v al u e s a n d gr ai n c h al ki n e s s i n r e s p o n s e t o h e at str e s s ( H S). ( A) Li g ht

b o x i m a g e s  of c o ntr ol a n d  H S -tr e at e d ri c e ( c v.  Kit a a k e) gr ai n s s h o wi n g t h e diff er e n c e i n gr ai n c h al ki n e s s. ( B) R G v al u e s  of c o ntr ol a n d  H S -

tr e at e d gr ai n s ( C) Li g ht - b o x i m a g e s  of 1 0 s el e ct e d  R D P 1 a c c e s si o n s  wit h a l o w er a n d hi g h er p er c e nt a g e c h a n g e f or  R G ( H S/ C o ntr ol) ( D) R G

v al u e s  of gr ai n s s h o w n i n ( C) C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d h e at str e s s, r e s p e cti v el y. * * i n di c at e s t h e si g ni fi c a n c e  of a t -t e st  wit h P < 0. 0 5. S c al e

b ar = 1 c m.
fr o nti er si n. or g
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r e g ul at o r of g r ai n c h al ki n e s s b a s e d o n a t a r g et e d - g e n e

ass o ci ati o n st u d y ( Misr a et al., 2 0 1 9 ).

O ur a n al ysis als o i d e nti fi e d S N Ps t h at  w er e eit h er s p e ci fi c t o

H S tr e at m e nt or  w er e  m or e si g ni fi c a nt u n d er  H S. F or i nst a n c e, a

H S-s p e ci fi c S N P- 4. 2 3 3 0 3 2 7 6 ( H S P = 7. 7 4)  w as f o u n d t o b e

ass o ci at e d  wit h a br assi n ost er oi d bi os y nt h esis g e n e d w arf 1 1

(L O C _ Os 0 4 g 3 9 4 3 0 ) t h at r e g ul at es gr ai n l e n gt h (T a n a b e et al.,

2 0 0 5 ).  A fr a m e s hift  m ut ati o n of d w arf 1 1 r es ults i n a n ot c h e d

b ell y p h e n ot y p e  wit h hi g h er gr ai n c h al ki n ess ( T o n g et al., 2 0 1 8 ).

Gi v e n t h e d et e cti o n of s e v e r al g e n es  wit h gr ai ns r el at e d

f u n cti o ns,  w e  mi n e d all g e n es ass o ci at e d  wit h si g nifi c a nt S N Ps

u n d er c o ntr ol a n d  H S.  O ur s el e cti o n crit eri o n i n v ol v e d g e n es

wit hi n 2 0 k b ( 1 0 k b u pstr e a m a n d d o w nstr e a m) of t h e  m ost

si g nifi c a nt S N P f or e a c h p e a k, r es ulti n g i n a list of 5 0 6 n o n-

r e d u n d a nt g e n es (T a bl e S 5 ).  W e f urt h er fi lt er e d t h es e g e n es

b as e d o n t h eir e x pr essi o n i n d e v el o pi n g gr ai n usi n g p u bli c

d at a s et ( G S E 6 8 9 3 ) a n d i d e nti fi e d 1 0 g e n e s t h at a r e

pr ef er e nti all y e x pr ess e d i n gr ai ns. F or t h e g e n es ass o ci at e d

wit h S N P d et e ct e d u n d er  H S tr e at m e nt,  w e e x a mi n e d t h eir

e x pr essi o n i n a c o m p ar a bl e  H S tr e at m e nt i n a p u bli c d at as et

(S a n d h u et al., 2 0 2 1 ).  W e i d e ntifi e d 1 8 g e n es t o b e diff er e nti all y

e x pr ess e d i n r es p o ns e t o  H S ( T a bl e S 5 ).  As t h es e g e n es ar e

e x pr ess e d i n d e v el o pi n g gr ai ns, t h e y h a v e a hi g h er li k eli h o o d of

i m p a cti n g gr ai n q u alit y.

W e d et e ct e d a si g ni fi c a nt  H S-s p e ci fi c p e a k o n  C hr 5,  w hi c h

s p a n n e d c o or di n at es 2 2. 2 t o 2 4. 8 6  M b ( R G A P  V 7).  C u m ul ati v e

p h e n ot y pi c v ari a n c e e x pl ai n e d b y t h e S N Ps p o p ul ati n g t his

r e gi o n u n d er  H S a n d c o ntr ol  w as 0. 4 6 a n d 0. 2 2, r es p e cti v el y.

A m o n g t h es e, S N P- 5. 2 3 5 6 4 0 9 7 is l o c at e d u pstr e a m of a v a c u ol ar

H +  A T P as e ( Os V H A- E 2 ; L O C _ Os 0 5 g 4 0 2 3 0 ) w h os e is of or m

s u b u nit Os V H A- E 1 tr affi cs gr ai n st or a g e pr ot ei ns a n d gr ai ns

fr o m t h e  m ut a nt pl a nts h a v e a fl o ur y a p p e ar a n c e ( Z h u et al.,
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 6
2 0 2 1 b ). S N P- 5. 2 3 5 9 9 5 3 5 is l o c at e d d o w nstr e a m of s er ot o ni n  N-

a c et yltr a nsf er as e c o di n g g e n e, Os S N A T 1 .  Tr a ns g e ni c pl a nts

o v er e x pr essi n g Os S N A T 1 w er e s h o w n t o e n h a n c e gr ai n yi el d

d u e t o i n cr e as e d p a ni cl e n u m b er p er pl a nt ( L e e a n d B a c k, 2 0 1 7 ).

E n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R) str ess i n d u c e d b y  H S l e a d t o fl o ur y

or s hr u n k e n gr ai n p h e n ot y p e ( Qi a n et al., 2 0 1 5 ).  N ot a bl y, E R

c o m p art m e nt pr ot ei n- c o di n g g e n e L O C _ Os 0 5 g 4 1 1 2 0 ass o ci at e d

wit h S N P- 5. 2 4 0 4 0 5 1 6 h as b e e n s h o w n t o h a v e hi g h er tr a ns cri pt

a b u n d a n c e i n d e v el o pi n g gr ai n ( 7  D A F) u n d er E R str ess ( O o n o

et al., 2 0 1 0 ).  O ur a n al ysis of t h e e x pr essi o n pr ofi l es fr o m

d e v el o pi n g gr ai ns s h o w e d t h at, o ut of t h e 2 1 6 g e n es ass o ci at e d

wit h t his pr o mi n e nt p e a k o n  C hr 5, o nl y 1 3 ( 1 3/ 2 1 6) ar e  H S

r es p o nsi v e (T a bl e S 5 ). Fr o m t h es e 1 3 g e n es, t hr e e g e n es ar e

p r ef e r e nti all y e x p r e s s e d i n d e v el o pi n g g r ai n s.  Of t h e m,

L O C _ Os 0 5 g 4 0 7 9 0 is o n e of t h e fi v e  C C R 4- N O T tr a ns cri pti o n

f a ct ors i n ri c e a n d L O C _ Os 0 5 g 3 8 5 3 0 is a  m e m b er of t h e  D n a K

g e n e f a mil y ( L O C _ Os 0 5 g 3 8 5 3 0 ).  T h e t hir d g e n e e n c o d es f or a n

e x pr ess e d pr ot ei n ( L O C _ Os 0 5 g 4 0 8 5 0 )  wit h hi g h est e x pr essi o n i n

d e v el o pi n g gr ai ns ( Fi g ur e S 2 A ). L O C _ Os 0 5 g 3 8 5 3 0 is a n n ot at e d

as a  m e m b er of t h e h e at s h o c k pr ot ei n ( H S P) 7 0 f a mil y ( J u n g

et al., 2 0 1 3 ). I n c o ntr ast, L O C _ Os 0 5 g 4 0 8 5 0 is a si n gl e c o p y ri c e

g e n e. B as e d o n t his c u m ul ati v e a n al ysis,  w e c o nsi d er e d t h es e

t hr e e g e n es t o b e hi g h pri orit y c a n di d at es f or r e g ul ati n g v ari ati o n

i n gr ai n c h al ki n ess u n d er  H S at t his l o c us.

Gi v e n t h e e arl y gr ai n-s p e ci fi c e x pr essi o n t h at c oi n ci d es  wit h

t h e  H S tr e at m e nt  wi n d o w a n d its  H S r es p o ns e,  w e d e ci d e d t o

d et e r mi n e if L O C _ Os 0 5 g 4 0 8 5 0 ( n a m e d, Os C G 5 ) r e g ul at e s

v ari ati o n i n gr ai n c h al ki n ess u n d er  H S ( Fi g ur e S 2 ). Os C G 5

c arri es a si g ni fi c a nt S N P- 5. 2 3 8 9 6 9 6 8 ( C o ntr ol P = 5. 2 5,  H S

P = 7. 0 2)  wit hi n its e x o ni c r e gi o n ( Fi g ur e 3 A ) a n d is l o c at e d 1. 4

M b d o w nstr e a m of l e a d S N P ( S N P- 5. 2 2 4 2 3 3 6 0) o n  C hr 5 u n d er

H S. S e q u e n c e h o m ol o g y s e a r c h r e v e al e d  n o si g ni fi c a nt
FI G U R E 2

M a n h att a n  pl ot s  of g e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n st u di e s f or t h e r ati o  of gr ai n  R a n d  G pi x el i nt e n sit y v al u e s u n d er c o ntr ol a n d h e at str e s s. T h e bl a c k

d ott e d h ori z o nt al li n e r e pr e s e nt s t h e g e n o m e -  wi d e si g ni fi c a n c e t hr e s h ol d ( – l o g 1 0(P ) >  6. 5). S N P s a s s o ci at e d  wit h si g nifi c a nt g e n e s ar e hi g hli g ht e d.
fr o nti er si n. or g
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B

C

D

A

E

FI G U R E 3

Gr ai n c h al ki n e s s i n c h al k y gr ai n 5 (O s C G 5 ) all eli c v ari a nt s u n d er h e at str e s s ( H S) i s r e g ul at e d b y it s tr a n s cri pt a b u n d a n c e ( A) T h e str u ct ur e  of

t h e O s C G 5 g e n e. T h e p o siti o n  of g ui d e  R N A ( g R) a n d S N P - 5. 2 3 8 9 6 9 6 8 ar e l a b el e d i n r e d a n d bl a c k s y m b ol s, r e s p e cti v el y. ( B) Pr o m ot er - G U S

e x pr e s si o n  of O s C G 5 i n d e v el o pi n g e n d o s p er m at 3 a n d  4 d a y s aft er f ertili z ati o n ( D A F). S c al e b ar  =  0. 2 5 c m ( C) Di stri b uti o n  of t h e r ati o  of gr ai n

R a n d  G pi x el i nt e n sit y ( R G)  of  m aj or a n d  mi n or all eli c a c c e s si o n s ( M a a n d  Mi, r e s p e cti v el y) u n d er c o ntr ol a n d  H S ( D) R T - P C R b a s e d tr a n s cri pt

e sti m ati o n  of O s C G 5 i n 2  D A F  ol d gr ai n s  of  M a a n d  Mi u n d er c o ntr ol a n d  H S.  M a 1 - N S F T V 1 1 3;  M a 2 -  N S F T V 3 3 3;  M a 3 -  N S F T V 2 5 5;  Mi 1 - N S F T V

1 9;  Mi 2 -  N S F T V 3 3;  Mi 3 -  N S F T V 3 4 5. S c al e b ar = 1 c m. ( E) Li g ht b o x i m a g e s  of gr ai n s fr o m  M a a n d  Mi  w h o s e e x pr e s si o n  of O s C G 5 tr a n s cri pt  w a s

e sti m at e d i n ( D) C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d h e at str e s s, r e s p e cti v el y. Si g ni fi c a n c e l e v el f or t -t e st, * P < 0. 0 5; * * P < 0. 0 1; * * * P < 0. 0 0 1; n s,

n o n - si g ni fi c a nt.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e fr o nti er si n. or g0 7
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ort h ol o g u es f or t his g e n e of u n k n o w n f u n cti o n.  T o c o n fi r m

d e v el o pi n g gr ai n-s p e ci fi c e x pr essi o n of t his g e n e,  w e a n al y z e d

Os C G 5 pr o m ot er- b et a- gl u c ur o ni d as e ( G U S) li n es ( p O S C G 5 ::

G U S) a n d f o u n d t h at  G U S si g n al  w as r estri ct e d t o t h e l o w er

p art of gr ai ns at 3 a n d 4  D A F ( Fi g ur e 3 B ).  C o nsist e nt  wit h t h e

e x pr essi o n p att er ns o bs er v e d fr o m p u bli c d at as ets,  G U S a cti vit y

w as n ot d et e ct e d i n ot h er d e v el o p m e nt al st a g es or tiss u es ( Fi g ur e

S 3 ).  H S i n cr e as es tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 i n d e v el o pi n g

gr ai ns at 2  D A F ( Fi g ur e S 2 B ).
All eli c v ari ati o n i n O s C G 5 e x pr e s si o n
c orr el at e s  wit h gr ai n c h al ki n e s s  u n d er
h e at str e s s

W e a n al y z e d t h e distri b uti o n of S N P- 5. 2 3 8 9 6 9 6 8 a m o n g

R D P 1 a c c essi o ns a n d f o u n d t h at 9 0 % of a c c essi o ns c o nt ai n t h e

“ G ” all el e (r ef err e d t o as t h e  m aj or all el e) a n d 1 0 % of a c c essi o ns

h a v e t h e “ T ” all el e (r ef err e d t o as t h e  mi n or all el e).  O v er all, t h e

m aj o r all eli c g r o u p s h o w s l o w e r  R G v al u e s t h a n  mi n o r

a c c essi o ns ( Fi g ur e 3 C ).  H o w e v er, it s h o ul d b e n ot e d t h at t h er e

is v ari a bilit y i n  R G v al u es f or a c c essi o ns of t h e  mi n or all el e a n d

s o m e a c c essi o ns f or e a c h all eli c gr o u p h a v e v al u es t h at ar e

e q ui v al e nt t o t h e hi g h est a n d l o w est v al u es i n t h e c o ntr asti n g

all el e gr o u p ( Fi g ur e 3 C ).  T his is e x p e ct e d gi v e n t h at gr ai n

c h al ki n ess is a  m ulti g e ni c tr ait a n d als o e x hi bits v ari ati o n

wit hi n t h e s a m e p a ni cl e.  W e i n v e sti g at e d if diff e r e nti al

tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 c o ul d b e t h e b asis of t h e

p h e n ot y pi c diff er e n c e b et w e e n t h e all eli c gr o u ps. F or t his,  w e

r a n d o ml y s el e ct e d t hr e e a c c essi o ns fr o m e a c h all eli c gr o u p a n d

m e as ur e d t h e e x pr essi o n of Os C G 5 i n d e v el o pi n g c o ntr ol a n d

H S-tr e at e d gr ai ns at 2  D A F ( 1 d a y aft er str ess),  wit h  H S i niti at e d

at 1  D A F ( Fi g ur e 3 D ).  W e als o e v al u at e d gr ai n c h al ki n ess f or

t h es e a c c essi o ns b y pl a ci n g t h e gr ai ns o n a li g ht b o x (Fi g ur e 3 E ).

W e f o u n d t h at  m aj or all eli c a c c essi o ns ( M a) h a d r el ati v el y

hi g h e r e x p r e s si o n of Os C G 5 u n d e r b ot h c o ntr ol a n d  H S

t r e a t m e n t.  F u r t h e r,  M a 1 a n d  M a 2 s h o w e d  hi g h e r

a c c u m ul ati o n of Os C G 5 tr a ns cri pt i n r es p o ns e t o  H S  w h e n

c o m p ar e d t o c orr es p o n di n g c o ntr ols. I n d u cti o n l e v el of Os C G 5

tr a ns cri pt i n  M a 3  w as l o w er c o m p ar e d t o  M a 1 a n d  M a 2.  A m o n g

mi n or all eli c a c c essi o ns ( Mi), tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5

u n d er  H S  w as si g ni fi c a ntl y r e d u c e d f or  Mi 2 a n d i n cr e as e d f or

Mi 3. F or  Mi 1, tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 di d n ot c h a n g e

u n d e r  H S c o m p a r e d t o c o nt r ol.  T h e a v e r a g e t r a n s c ri pt

a b u n d a n c e of Os C G 5 i n  Mi u n d er  H S  w as n ot si g nifi c a ntl y

diff er e nt t h a n t h e c orr es p o n di n g a v er a g e u n d er c o ntr ol. I n

c o ntr ast, a v er a g e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 i n t h e t hr e e

M a u n d er  H S  w er e si g ni fi c a ntl y hi g h er t h a n c o ntr ol ( 3. 7-f ol d;

P < 0. 0 0 1).  T h e  Mi als o e x hi bit e d hi g h er l e v els of c h al ki n ess t h a n

t h e  M a u n d er  H S (Fi g ur e 3 E ).  T h es e d at a s u g g est t h at tr a ns cri pt
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 8
a b u n d a n c e of Os C G 5 c o ul d b e p ositi v el y ass o ci at e d  wit h gr ai n

q u alit y u n d er  H S.
O s C G 5 k n o c k o ut s ar e  m or e s e n siti v e t o
h e at str e s s

T o d et er mi n e t h e r ol e of Os C G 5 i n r e g ul ati n g t h e gr ai n q u alit y

u n d er  H S,  w e g e n er at e d n ati v e ( ~ 2 k b u pstr e a m) pr o m ot er-

o v er e x pr essi o n ( O E) a n d  C RI S P R- C as 9 ( C R)- b as e d k n o c k o ut

( K O)  m ut a nts i n c v  Kit a a k e,  w hi c h c o nt ai ns t he “G ” all el e f or

S N P- 5. 2 3 8 9 6 9 6 8 a n d h e nc e b el o n gs t o t he  m aj or all eli c gr o u p.  M a

h a v e hi g her tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 a n d ar e l ess s e nsiti v e t o

H S t h a n  Mi.  T h er ef or e,  w e h y p ot h esi z e d t h at k n o c ki n g- o ut Os C G 5

i n a  m aj or all eli c b a c k gr o u n d  will re n d er it  m or e s e nsiti v e t o  H S a n d

c a us e hi g h er  R G v al u es a n d c h al ki er gr ai ns t h a n  W T.  W e o bt ai n e d

t w o  O E ( O E 1 a n d  O E 2) a n d t w o h o m o z y g o us  K O  m ut a nts ( K O # 5,

K O # 6) ( Fi g ur e 4 ).  Tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 i n t h e n ati v e

pr o m ot er- dri v e n  O E li n es is 2-f o l d hi g her r el ati v e t o  W T at 3  D A F

gr ai ns ( Fi g ur e 4 A ).  T h e h o m o z y g o us  m ut a nts  K O # 5 a n d  K O # 6,

h a v e 1 b p a n d 1 0 9 b p d el eti o ns i n t h eir t ar g et r e gi o n, r es p ecti v el y

(Fi g ur e 4 B ).  K O  m ut a nts h a v e r e d u c e d Os C G 5 tr a ns cri pt

a b u n d a n c e r el ati v e t o  W T at 3  D A F gr ai ns ( Fi g ur e S 4 ).  U n d er

c o ntr ol c o n diti o ns,  O E gr ai ns s h o w e d a l o w er  R G t h a n  K O a n d  W T

(Fi g ur e 4 C ).  W T c o ntr ol gr ai ns h a d a n  R G si mil ar t o  K O # 5 a n d

K O # 6.  H o w e v er, li g ht b o x i m a gi n g di d n ot s h o w a cl e ar diff er e n c e

i n a p p e ar a n c e a m o n g t h e gr ai ns fro m t hr e e g e n eti c b a c k gr o u n ds

gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns.  U n d er  H S, gr ai n  R G v al u es

i n cr e as e d fr o m t h eir r es p e cti v e c o ntr ols f or all g e n ot y p es.  K O # 6

h a d hi g h er  R G v al u es t h a n  O E a n d  W T u n d er  H S.  H o w e v er, t h e

R G v al u e f or  K O # 5  w as n ot si g ni fi c a ntl y diff er e nt fr o m  W T u n d er

H S. T his c o ul d b e li k el y d u e t o t h e 1 b p d el eti o n i n K O # 5 c o m p ar e d

t o a l ar g e d el eti o n i n  K O # 6.  C o nsist e nt  wit h hi g h er gr ai n  R G v al u es

o bs er v e d u n d er  H S,  K O # 6 als o s h o w e d hi g h er c h al ki n ess u n d er  H S

t h a n  O E a n d  W T (Fi g ur e 4 D ).  H o w e v er, o v er e x pr essi n g Os C G 5 di d

n ot r es ult i n d e cr e as e d c h al ki n ess u n d er  H S.  T hes e o bs er v ati o ns

s h o w t h at Os C G 5 p ositi v el y c o ntri b ut es t o gr ai n q u alit y u n d er  H S.
H y p er s p e ctr al r e fl e ct a n c e  of gr ai n s fr o m
diff er e nt g e n ot y p e s c orr o b or at e s t h e
gr ai n c h al ki n e s s  q u a nti fi e d  u n d er  H S

G r ai n c h al ki n e s s h a s r e c e n tl y b e e n e sti m at e d u si n g

h y p ers p e ctr al s c a n ni n g i n ri c e ( B ar n a b y et al., 2 0 2 0 ).  T h er ef or e,

w e Os C G 5 e xte n d e d t h e  m ut a nt c h ar a cteri z ati o n b y a n al y zi n g t h e

h y p ers p e ctr al r e fl e ct a n ce of gr ai ns fr o m  W T,  O E a n d  K O li n es t o

u n d erst a n d t h e v ari ati o n i n s p e ctr al r e fl e ct a n c e (li n es) of gr ai ns  wit h

diff er e nt c h al ki n ess l e v els ( Fi g ur e 4 E ).  U n d er c o ntr ol, s pe ctr al

r efl e ct a n ce of  O E,  K O a n d  W T gr ai ns  w as i n disti n g uis h a bl e.
fr o nti er si n. or g
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C h ar a ct eri z ati o n  of t h e f u n cti o n  of c h al k y gr ai n 5 (O s C G 5 ) i n gr ai n c h al ki n e s s u si n g  C RI S P R - C a s 9 k n o c k o ut ( K O) a n d  O v er e x pr e s si o n ( O E) li n e s.

( A) R T - P C R a s s a y s h o wi n g hi g h er tr a n s cri pt a b u n d a n c e  of O s C G 5 i n  O E li n e s r el ati v e t o  W T ri c e ( c v.  Kit a a k e). ( B) P o siti o n s  of  C a s 9 d el eti o n s i n

K O # 5 a n d  K O # 6 li n e s ( 1 b p a n d 1 0 9 b p, r e s p e cti v el y). ( C) Di stri b uti o n  of t h e r ati o  of gr ai n  R a n d  G pi x el i nt e n sit y v al u e s i n  W T,  K O a n d  O E

g e n ot y p e s u n d er c o ntr ol a n d h e at str e s s ( H S). T h e si g ni fi c a n c e  w a s e sti m at e d u si n g t w o - w a y  A N O V A. N = 7 - 8 pl a nt s. S c al e b ar = 1 c m. ( D)

P h e n ot y pi c diff er e n c e i n gr ai n c h al ki n e s s f or  W T,  K O a n d  O E u n d er c o ntr ol a n d  H S. S c al e b ar = 1 c m. ( E) H y p er s p e ctr al r e fl e ct a n c e  of gr ai n s fr o m

W T,  K O a n d  O E g e n ot y p e s at  w a v el e n gt h r a n g e  6 5 0 - 1 6 5 0 n m u n d er c o ntr ol a n d  H S.  C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d h e at str e s s, r e s p e cti v el y.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e fr o nti er si n. or g0 9
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C o m p ar e d t o c o ntr ol,  H S-tr e at e d gr ai ns h a d hi g h er s p e ctr al

r efl ect a n ce i n 8 5 0- 1 6 5 0 n m r a n g e f or all t he g e n ot y p es.  G e n ot y pi c

diff er e n ce u n d er  H S  w er e pri m aril y o bs er v e d i n t h e 1 4 0 0- 1 6 5 0 n m

r a n g e,  w h er e  W T s p ectr al r efl e ct a nc e  w as l o w er t h a n  K O a n d

hi g h er t h a n  O E.  H S-tr e at e d  K O gr ai ns s h o w e d hi g h est s p ectr al

r efl e ct a n ce a n d s h o w e d  m a xi m u m d e vi ati o n fr o m c orr es p o n di n g

c o ntr ols i n t his  w a v el e n gt h r a n g e,  w hic h  m a y b e i n di c ati v e of hi g h er

gr ai n c h al ki ness o bs er v e d i n  K O li nes.
Gr ai n si z e a n d  w ei g ht ar e  m or e  h e at -
s e n siti v e i n O s C G 5 m ut a nt s

A diff er e n c e i n t h e c h al ki n ess a m o n g t h e gr ai ns fr o m t hr e e

g e n ot y p es pr o m pt e d us t o  m e as ur e t h e gr ai n si z e a n d  w ei g ht

fr o m W T, O E a n d K O li n es as hi g h er gr ai n c h al ki n ess m a y

l e a d t o a r e d u cti o n of g r ai n si z e a n d  w ei g ht d u e t o t h e

airs p a c es cr e at e d a m o n g t h e a b n or m al st ar c h gr a n ul es.  W e

f o u n d t h at  H S c a us e d a si g nifi c a nt r e d u cti o n i n si n gl e gr ai n

w ei g ht (s g w), gr ai n  wi dt h, a n d gr ai n ar e a f or all li n es, b ut gr ai n

l e n gt h s h o w e d  mi ni m u m s e nsiti vit y t o  H S (Fi g ur e 5 , Fi g ur e S 5 ,

T a bl e S 6 ).  N ot a bl y,  H S r es ult e d i n  m ost r e d u cti o n i n gr ai n si z e

p ar a m et ers f or  K O  m ut a nts.  Gr ai n l e n gt h  w as n ot si g ni fi c a ntl y

i m p a ct e d b y  H S f or  O E a n d  W T.  H o w e v er,  K O  m ut a nt gr ai ns

als o s h o w e d a r e d u cti o n i n gr ai n l e n gt h ( 1 7. 3 9 % a n d 1 0. 9 % f or

K O # 5 a n d  K O # 6, r es p e cti v el y) c o m p ar e d t o c orr es p o n di n g

c o ntr ols ( T a bl e S 6 ).  W e als o esti m at e d t h e t ot al yi el d f or  W T,

O E a n d K O a n d f o u n d t h at H S c a us e d a s e v er e yi el d r e d u cti o n

i n t h es e g e n ot y p es.  W e di d n ot o bs er v e a g e n ot y pi c-s p e cifi c

si g nifi c a nt diff er e n c e i n t h e t ot al yi el d r e d u cti o n ( Fi g ur e S 5 C ).

H o w e v er,  K O # 5 s h o w e d a  m a xi m u m p er c e nt a g e r e d u cti o n

( 5 0 %) i n t ot al yi el d (T a bl e S 6 ).  C oll e cti v el y, t h es e r es ults
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 0
s u g g est t h at d e v el o pi n g gr ai ns d e fi ci e nt i n Os C G 5 ar e  m or e

s e n siti v e t o  H S i m p o s e d d u ri n g e arl y g r ai n d e v el o p m e nt

r e g ar di n g gr ai n si z e a n d q u alit y.
C o - e x pr e s si o n a n al y si s li n k s O s C G 5
f u n cti o n t o e n d o s p er m tr a n sf er c ell l a y er

We n e xt s o u g ht t o d e v el o p a pr o b a bl e r e g ul at or y p at h w a y f or

Os G C 5 b y p erf or mi n g a n i n-silic o g e n e c o- e x pr essi o n a n al ysis at t h e

e arl y gr ai n fi lli n g st a g e.  W e us e d a p u bli c tr a ns cri pt o m e d at as et f or

2 a n d 3  D A F  wit h t hr ee te m p er at ur e tr e at me nts ( 2 8° C, 3 5° C a n d

3 9° C) t o i d e ntif y g e n es c o-r e g ul ati n g  wit h Os C G 5 (C h e n et al.,

2 0 1 6 ).  W e f o u n d 1, 6 5 3 p ositi v el y a n d n e g ati v el y (P C C > 0. 8 or P C C <

- 0. 8  wit h P < 0. 0 5, r es p ecti v el y) c o-r e g ul ati n g p art n ers of Os C G 5

(T a bl e S 7 ).  A s u bs et of t h e p ositi v el y c o-r e g ul at e d g e n es b el o n gs t o

f a mili es s u c h as  m at er n all y e x pr ess e d g e n es ( M E G), d ef e nsi n,

gl y c os yl h y dr ol as e, i n v ert as e, li pi d tr a nsf er pr ot ei n ( L T P),

tr a nsf er as e, a n d S u g ars  Will E v ent u all y b e e x p ort e d  Tr a ns p ort ers

( S W E E T),  w hi c h h a v e pr e vi o usl y be e n s h o w n t o f u n cti o n i n b as al

e n d os p er m tr a nsf er l a y er ( B E T L) i n  m ai z e ( L o p at o et al., 2 0 1 4 ;

S oss o et al., 2 0 1 5 ; S al mi ne n et al., 2 0 1 6 ). F or i nst a n ce, M ater n all y

e x presse d ge ne ( M E G) 1 h as s p e ci fi c e x pr essi o n i n  m ai z e B E T L c ells

(G uti e ŕr e z- M ar c os et al., 2 0 0 4). O ur a n al ysis r e v e al e d t h at 7/ 1 1 ri c e

M E G f a mil y g e nes ( M E G L 3,  M E G L 5,  M E G L 8,  M E G L 1 1,  M E G L 1 2,

M E G L 1 3 a n d M E G L 1 9 ) ar e p ositi v e c o-r e g ul at e d  wit h Os C G 5 .

Si mil arl y, L T P f a mil y g e n es Os P R 6 0 2 a n d Os P R 9 a ar e hi g hl y

e x pr ess e d i n e n d os p er m tr a nsf er cells ( E T C) d uri n g e arl y gr ai n

fi lli n g st a ges i n ric e (Li et al., 2 0 0 8 ).  W e f o u n d Os P R 6 0 2 t o b e c o-

r e g ul ate d  wit h Os C G 5 at t h e gr ai n fi lli n g st a g e.  T h es e r es ults s u g g est

t h at Os C G 5 m a y i nt er a ct  wit h ot h er g e n es e x pr ess e d i n E T C d uri n g

t h e gr ai n fi lli n g st a g e.
BA

FI G U R E 5

M or p h o m etri c s  diff er e n c e s i n si n gl e gr ai n  w ei g ht ( S G W) a n d gr ai n  wi dt h fr o m  W T,  K O a n d  O E pl a nt s u n d er c o ntr ol a n d h e at str e s s. ( A) S G W ( B)

Gr ai n  wi dt h. T h e si g ni fi c a n c e l e v el  w a s e sti m at e d u si n g t w o - w a y  A N O V A. N =  6 - 7 pl a nt s.  C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d h e at str e s s, r e s p e cti v el y.
fr o nti er si n. or g
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Di s c u s si o n
I n t his st u d y,  w e s h o w t h at ri c e gr ai n  R G v al u es c a n be us e d as a

q u a ntit ati v e esti m at or f or c h al ki ness.  Usi n g  R G v al u es,  w e esti m ate d

t h e e xt e nt of n at ur al v ari ati o n i n he at r es p o ns e of  R D P 1 a c cessi o ns

f or gr ai n c h al ki n ess. E v al u ati o n of gr ai n c h al ki n ess fr o m  R G v al u es

o bt ai n e d fr o m See d E xtr act or is a l o w- c ost, ti m e- effi cie nt, a n d n o n-

d estr u cti v e  m et h o d t h at c a n b e e asil y s c al e d t o s cr e e n l ar g e

g er m pl as m.  O ur r es ults s h o w t h at gr ai ns  wit h s e v er e c h al ki n ess

t e n d t o h a v e hi g her  R G v al u es t h a n tr a nsl u c e nt gr ai ns, s u g g esti n g a

p ositi v e r el ati o ns hi p b et w e e n gr ai n  R G v al u es a n d c h al ki n ess l e v els

(Fi g ur e 1 ).  Usi n g  R G v al u e as a pr o x y tr ait f or gr ai n c h al ki n ess or

q u alit y,  w e p erf or m e d  G W A a n al ysis a n d i d e nti fi e d s e v er al n o v el

l o ci ass o ci at e d  wit h gr ai n  R G u n d er c o ntr ol a n d  H S  wit h a pr o b a bl e

r ol e i n gr ai n c h al ki n ess (Fi g ur e 2 ; T a bl e S 5 ).  Gr ai n c h al ki n ess is n ot

o nl y tri g g er e d b y hi g h te m p er at u r e b ut als o d et er mi n e d b y f a ct ors

s u c h as gr ai n si z e a n d h u mi dit y l e v el (Misr a et al., 2 0 2 1 ). F or

i nst a n c e, a hi g h er gr ai n  wi dt h  wit h l o w or n o a m yl os e c o nt e nt l e a ds

t o hi g h er gr ai n c h al ki n ess.  T h e  R D P 1 p o p ul ati o n us e d i n t h e st u d y

c o nsist of a c c essi o ns  wit h di v ers e gr ai n si z e pr o p erti es.  As a r es ult,

w e  m a y s ee a diff er e n ce i n gr ai n c h al ki ness of t hes e a c cessi o ns e v e n

u n d er c o ntr ol at a  mi ni m al l e v el.  T h er ef or e, si g ni fi c a nt S N Ps

d et e cti o n u n d er c o ntr ol a n d  H S is e x p e ct e d d e p e n di n g o n

w h et h er t h e n at ur al v ari ati o n c o nt ri b ut es t o t h e c h al ki n ess i n t h e

r es p e cti v e e n vir o n me nt.  G W A S S N Ps i d e ntifi e d i n t his st u d y c o-

l o c ali z e d  wit h l o ci s u c h as p e nt atri c o p e pti d e r e p e at d o m ai n,

v a c u ol ar  A T P s y nt h as e s u b u nit, a n d e n d o pl as mi c r eti c ul u m- G ol gi

i nt e r m e di at e c o m p a rt m e nt p r ot ei n (L O C _ O s 1 1 g 3 7 3 3 0 ,

L O C _ Os 0 5 g 4 0 2 3 0 , a n d L O C _ Os 0 5g 4 1 1 2 0 , r es p e cti v el y),  w hi c h ar e

k n o w n t o r e g ul at e gr ai n c h al ki n ess. E R str ess r es p o ns e is o n e of t he

e arl y dri v ers of  H S r es p o ns es i n gr ai ns.  M ut a nts i m p air e d i n E R-

p at h w a y pr o d u c e c h al k y/ o p a q u e gr ai ns i n ri c e ( Y as u d a et al., 2 0 0 9 ;

S a n d h u et al., 2 0 2 1 ; Y a n g et al., 2 0 2 2 ).  W e i d e ntifi e d a pr o mi n e nt

H S-s p e ci fi c p e a k o n  C hr 5 a n d n arr o w e d d o w n t o a c a n di d at e

(Os C G 5 ) b as e d o n its tiss ue a n d t e m p or al e x pr essi o n p att er n.

Os C G 5 t r a n s c ri pt s a r e d et e ct e d d u ri n g t h e e a rl y g r ai n

d e v el o p m e nt  wi n d o w t h at c oi n ci d es  wit h o ur  H S tr e at m e nt.

F urt h er, t h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 i n d e v el o pi n g gr ai ns

is s e nsiti v e t o te m p er at ur e i n cre as es.  Al o n g  wit h  H S r es p o ns e a n d

gr ai n-s p e ci fi c e x pr essi o n, o ur r ati o n al e f or c h ar a ct eri zi n g t h e

Os C G 5 is als o dri v e n b y t h e f a ct t h at e x pr ess e d pr ot ei n- c o di n g

g e n es ar e a m o n g t h e l e ast e x pl or e d cl ass of g e n es i n t h e ri c e g e n o m e

d u e t o t h e l a c k of i nf or m ati o n o n t h e pr ot ei n d o m ai ns.  D es pit e

b ei n g gi v e n l ess att e nti o n, e x pr ess e d pr ot ei ns h a v e be e n s h o w n t o

h a v e i m p ort a nt r ol es d uri n g d e v el o p m e nt. F or i nst a n c e, a cl ass of

e x pr ess e d pr ot ei ns s u c h as  mi cr o pr ot ei ns h a v e b e e n s h o w n t o fi n e-

t u n e a n arr a y of e v e nts, i n cl u di n g s h o ot a pi c al  m erist e m

m ai nte n a n ce a n d fl o w eri n g ti m e r e g ul ati o n ( B h ati et al., 2 0 2 0 ).

B as e d o n all eli c v ari ati o n a n d t r a ns g e ni c st u di es,  we pr es e nt

e vi d e n ce t h at Os C G 5 r e g ul ates gr ai n c h al ki ness u n d er  H S.  T he  H S-

tr e at e d gr ai ns fr o m  m aj or all el e a c c essi o ns ( M a) f or Os C G 5 S N P

c arr yi n g ‘G ’ all el e h a d l o w er  R G v al u es a n d c h al ki n ess t h a n  mi n or
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 1
all eli c a c c essi o ns  wit h ‘T ’ all el e ( Fi g ur e 3 ).  All eli c fr e q u e nc y i n dic ates

t h at t he  m aj or all el e f or S N P- 5. 23 8 9 6 9 6 8 is pr e d o mi n a nt i n  R D P 1.

T his distri b uti o n s h o ws t h at t he  m aj or all el e p ossi bl y h as u n d er g o n e

a p ositi v e s el ecti o n d uri n g e v ol uti o n, c o ntri b uti n g t o t h e gr ai n

q u alit y.  W e s h o w t h at all eli c diff er e n c e i n gr ai n  R G c o ul d b e a

c o ns e q u e n c e of diff er e nti al tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 as  M a

a c c essi o ns g e n er all y h a d hi g h er tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5

u n d er c o ntr ol a n d  H S c o m p ar e d t o  Mi a c c essi o n ( Fi g ur es 3 D , E ). It

is als o n ot e w ort h y t h at  w hil e t h e a v er a g e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of

Os C G 5 w as n ot si g ni fi c a ntl y differ e nt u n d er c o ntr ol a n d  H S f or  Mi,

w e d et e ct e d  m or e t h a n 3-f ol d i n d u cti o n of Os C G 5 tr a ns cri pts i n t w o

m aj or ( M a 1 a n d  M a 2) a c c essi o ns u n d er  H S  wit h a  mi ni m al i n cr e as e

i n  M a 3 (Fi g ur e 3 D ). Si n ce, differ e nt ri ce a cc essi o ns c a n h a v e sli g htl y

v ar yi n g gr ai n d e v el o p me nt al pr o gr essi o n, it is p ossi bl e t h at l o w er

e x pr essi o n l e v el o n  M a 3 c o ul d b e d u e t o s u c h a diff er e n c e.  T his is

r el e v a nt f or Os C G 5 as it is e x pr ess e d f or a s h ort d ur ati o n d uri n g

e arl y gr ai n d e v el o p m e nt a n d d e v el o p m e nt al pr o gr essi o n d uri n g t his

st a g e is hi g hl y s e nsiti v e t o  H S.  O v er all, o ur a n al ysis s u g g ests t h at

hi g h er tr a ns cri pt a b u n d a n ce of Os C G 5 m a y c o ntri b ut e t o l o w er

c h al ki n ess a n d h e n c e l o w er  H S s e nsiti vit y i n t h e  m aj or all eli c

gr o u p ( M a).

T his is s u p p ort e d b y i n cr e as e d c h al ki n ess of gr ai ns fr o m  K O

li n es u n d er  H S b ut n ot u n d er c o ntr ol t e m p er at ur es.  T his

s u g g e st s t h at  Kit a a k e Os C G 5 d o e s n ot c o nt ri b ut e t o t h e

c h al ki n ess tr ait u n d er n or m al t e m p er at ur es.  O v er e x pr essi n g

Os C G 5 i n  Kit a a k e di d n ot d e cr e as e c h al ki n ess u n d er  H S.  T his

c o ul d b e b e c a us e t h e b as al ( c o ntr ol) l e v el of Os C G 5 i n t h e  m aj or

all el es e x a mi n e d h er e ( Fi g ur e 3 )  m a y b e s uffi ci e nt t o li mit

c h al ki n ess u n d er  H S.  T h e o bs er v e d  m ar k e d i n cr e as e u n d er  H S

f or li n es  M a 1 a n d  M a 2  m a y b e i n c o ns e q u e nti al  wit h r e g ar ds t o

c h al ki n ess.  T h es e r es ults c orr o b or at e t h e p h e n ot y pi c diff er e n c e

f o u n d i n all eli c v a ri a nt s of Os C G 5 ( Fi g u r e s 3 , 4 ).  W e

c o m pl e m e nt e d t h e r es ults o bt ai n e d fr o m tr a ns g e ni c st u di es

usi n g h y p ers p e ctr al r e fl e ct a n c e a n al ysis of gr ai ns fr o m diff er e nt

g e n eti c b a c k gr o u n ds ( Fi g ur e 4 E ).  W e f o u n d a n i n cr e as e i n

s p e ct r al r e fl e ct a n c e of t r a n s g e ni c g r ai n s  wit h i n c r e a s e i n

c h al ki n ess.  A cl e ar s e p ar ati o n of s p e ctr al li n es i d e nti fi e d f or

W T,  K O, a n d  O E gr ai ns at 1 4 0 0- 1 6 5 0 n m is c o m p ar a bl e t o t h e

v ari o us d e gr e es of c h al ki n ess o bs er v e d i n t h es e g e n ot y p es.  T h e

c o m p aris o n of  R G v al u es  wit h h y p ers p e ctr al s c a n of gr ai ns

s u g g est t h at t h es e t w o pl atf or ms ar e c o m pl e m e nt ar y a n d h a v e

diff er e nt s e nsiti vit y i n disti n g uis hi n g t h e  m ut a nts fr o m  W T.

W e e v al u at e d o ur  G W A S r es ults b y c o m p ari n g t h e m  wit h

n o v el  Q T Ls or l o ci i d e nti fi e d i n pr e vi o us ass o ci ati o n st u di es o n

gr ai n c h al ki n ess.  C o m p ar ati v e a n al ysis s h o w e d t h at t hr e e g e n es

ass o ci at e d  wit h si g ni fi c a nt S N Ps i d e nti fi e d i n o ur st u d y,  R N A

p ol y m e r a s e si g m a f a ct o r, a  h y p ot h eti c al p r ot ei n, a n d

r etr otr a ns p os o n pr ot ei n (L O C _ Os 1 1 g 2 6 1 6 0 , L O C _ Os 0 5 g 3 7 0 9 0 ,

a n d L O C _ Os 0 5 g 3 7 1 0 0 , r es p e cti v el y) h a v e als o b e e n d et ect e d as

c a n di d at e g e n es r e g ul ati n g c h al ki n ess i n t h e  G W A S st u d y of 5 8 3

a c c essi o ns fr o m i n dic a a n d j a p o nic a p a n els a n d  m ulti- p ar e nt

a d v a n ce d g e n er ati o n i nt er cr oss p o p ul ati o ns ( Misr a et al., 2 0 2 1 ).

Si mil arl y, d et e cti o n of a n e x pr ess e d p r ot ei n c o di n g g e n e
fr o nti er si n. or g
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(L O C _ Os 0 5 g 0 9 2 0 0 ) i n t h e pr es e nt st u d y a n d a  T G W A S st u d y  wit h

a diff er e nt p o p ul ati o n str u ct ur e i n di c at es t h e hi g h pr o b a bilit y of

L O C _ Os 0 5 g 0 9 2 0 0 f u n cti o ni n g as a r e g ul at or of c h al ki n ess (Misr a

et al., 2 0 1 9 ).  W e di d n ot i d e ntif y a si g nifi c a nt o v erl a p  wit h ot h er

ass o ci ati o n st u di es o n gr ai n c h al ki n ess,  w hi c h  m a y b e d u e t o t he

c o m pl e xit y i n t he g e n etic ar c hit e ct ur e of t his p ol y g e ni c tr ait. Si n c e

o ur  H S tr e at m e nts  w er e i m p os e d pr e cis el y f or 5 d d uri n g e arl y

gr ai n d e v el o p m e nt,  w hi c h is n or m all y n ot t h e s et- u p us e d b y ot h er

st u di es es p e ci all y i n t he fi el d.  O ur e x p eri m e nt al tr e at m e nt c h oi c e

m a y h a v e i n cr e as e d t he li k eli h o o d of i d e ntif yi n g n o v el l oci t h at

h a v e hi g h er d e v el o p m e nt al s p e ci fi cit y.

O ur c o- e x pr essi o n a n al ysis i n di c at es t h at Os C G 5 m e di at e d

gr ai n c h al ki n ess f u n cti o ns i n t h e E T C l a y er or b y i nter a cti n g  wit h

ot h er g e nes e x pr ess e d i n t h e E T C l a y er.  W e d ete cte d t h e pr o m oter-

G U S a cti vit y at t h e b as e of t h e d e v el o pi n g e n d os p er m,  w hi c h is

c o nsist e nt  wit h t h e e x pr essi o n of B E T L g e n es i n  m aiz e ( Fi g ur e 3 B ).

T h e ri c e E T C l a y er, t h e e q ui v al e nt of  m ai z e B E T L, c h a n n els

n utri e nts fr o m  m at er n al tiss ues t o d e v el o pi n g e n d os p er m a n d

pr ot ects t he gr ai ns fr o m i nfe cti o n ( Li et al., 2 0 0 8 ).  H a vi n g a r ol e

of E T C l a y er i n p at h o g e n d ef e ns e, ei g ht d efe nsi n f a mil y g e nes c o-

r e g ul at e d  wit h Os C G 5 m a y h a v e a r ol e i n t h e bi oti c str ess t ol er a n c e

of d e v el o pi n g gr ai ns.  T w o  m ai z e B E T L g e n es ( B E T L- 1 a n d B E T L- 3)

s h o w s e q u e n c e h o m ol o g y  wit h d ef e nsi n-li k e pr ot ei ns (Li et al.,

2 0 0 8 ).  M ost of t h e  M E Gs ar e e x cl usi v el y e x pr ess e d i n t h e B E T L

re gi o n i n  m aiz e (Xi o n g et al., 2 0 1 4 ).  Gi v e n t h e i d e ntifi c ati o n of 7

M E Gs c o-r e g ul ati n g  wit h Os C G 5 ,  w e s p ec ul at e t h at s o m e  m a y s h ar e

f u ncti o n al r ol e  wit h t h eir  m ai z e ort h ol o gs.
S u m m ar y

T his st u d y i d e nti fi es t h e gr ai n  R G tr ait as a p ote nti al  m e a ns t o

esti m at e  H S i n d u c e d gr ai n c h al ki n ess. I nt e gr ati n g  R G v al u es as a

p h e n ot y pi c tr ait i n  G W A S yiel de d a n o v el c a n di d at e Os C G 5 .

F u n cti o n al v ali d ati o n s u g g ests t h at Os C G 5 m a y r e g ul at e n at ur al

v ari ati o n f or gr ai n q u alit y u n d er  H S.  Tr a ns g e ni c st u di es f urt h er

s u g g est e d t h at t h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of Os C G 5 p ositi v el y

r e g ul at es gr ai n q u alit y u n d er  H S.  Gi v e n t h e gr ai n q u alit y

r e d u cti o n d u e t o  H S a n d fr e q u e nt h e at  w a v es o c c urri n g  m or e

fr e q u e ntl y, n at ur al v ari a nts of Os C G 5 m a y s er v e as a p ot e nti al

g e neti c r es o ur ce t o miti g ate t h e gr ai n q u alit y r e d u cti o n i n br e e di n g

pr o gr a ms.  A si mil ar f u n cti o n al c h ar a ct eri z ati o n str at e g y  mi g ht b e

r e q uir e d t o r e v e al t h e r ol e of ot her c a n di d ate g e nes i d e ntifi e d i n t his

st u d y i n r e g ul ati n g gr ai n q u alit y u n d er  H S.
D at a a v ail a bilit y st at e m e nt

T he d at a pr es e nt e d i n t h e st u d y ar e i n cl u d e d i n t h e arti cl e/

S u p pl e m e nt ar y  m at eri al . F urt h er i n q uiri es c a n be dir e ct e d t o t h e

c orr es p o n di n g a ut h or.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 2
A ut h or c o ntri b uti o n s

H W a n d P P c o n ce pt u ali ze d t h e pr oj ect. A K N C a n d J S l e a d t h e

st u d y. P P a n d B K D c o n d u ct e d t h e h e at str ess e x p eri m e nt o n ri c e

di v ersit y p a n el a c c e ssi o ns, a n d P P s c a n n e d t h e gr ai ns. J S a n d LI

g e n er at e d t h e  m ut a nts, o v er e x pr essi o n, a n d pr o m oter  G U S li nes.

A K N C p erf or m e d t h e h e at str ess e x p eri m e nt a n d s c a n ni n g of

tr a ns g e ni c gr ai ns.  W H a n d  G M c o n d u ct e d  G W A S a n al ysis.  T G

a n d  H Y c o n d u ct e d t h e h y p ers p e ct r al i m a g e a n al ysis.  A K N C a n d J S

wr ot e t h e  m a n us cri pt. P S a n d  H W criti c all y e v al u at e d a n d r e vi e w e d

t h e  w or k.  All a ut h ors r e a d a nd a p pr o v e d t h e  m a n us cri pt.
F u n di n g

T his  w or k  w as s u p p ort e d b y  N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n

u n d er  Gr a nt  N o. 1 7 3 6 1 9 2 a w ar d e d t o  H W.
A c k n o wl e d g m e nt s

We  w o ul d li k e t o t h a n k  K yl e  W all m a n a n d  Y u vr aj  C h o pr a f or

t h eir h el p i n c oll e cti n g a n d s orti n g  m ar k e d gr ai ns.  W e  w o ul d als o

li k e t o t h a n k  M art h a  R o w e f or criti c al e v al u ati o n of t h e  m a n us cri pt.
C o n fl i ct  of i nt er e st

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e r es e ar c h  w as c o n d u ct e d i n t h e

a bs e n c e of a n y c o m m er ci al or fi n a n ci al r el ati o ns hi ps t h at c o ul d

b e c o nstr u e d as a p ot e nti al c o n fl i ct of i nt er est.
P u bli s h er ’s  n ot e

All cl ai ms e x pr ess e d i n t his arti cl e ar e s ol el y t h os e of t h e

a ut h ors a n d d o n ot n e c ess aril y r e pr es e nt t h os e of t h eir af fi li at e d

or g a ni z ati o ns, or t h os e of t h e p u blis h er, t h e e dit ors a n d t h e

r e vi e w ers.  A n y pr o d u ct t h at  m a y b e e v al u at e d i n t his arti cl e, or

cl ai m t h at  m a y b e  m a d e b y its  m a n uf a ct ur er, is n ot g u ar a nt e e d

or e n d ors e d b y t h e p u blis h er.
S u p pl e m e nt ar y  m at eri al

T h e S u p pl e m e nt ar y  M at eri al f or t his arti cl e c a n b e f o u n d

o nli n e at: htt p s:// w w w.f r o nti e r si n. o r g/ a rti cl e s/ 1 0. 3 3 8 9/

f pls. 2 0 2 2. 1 0 2 6 4 7 2/f ull #s u p pl e m e nt ar y- m at eri al

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E S 1

Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al y si s  d e pi cti n g  p o p ul ati o n str u ct ur e  of ri c e

di v er sit y p a n el 1 a c c e s si o n s.
fr o nti er si n. or g
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S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E S 2

E x pr e s si o n  p att er n  of c h al k y gr ai n 5 i n ( A) v ari o u s a n at o mi c al s a m pl e s ( B)

d e v el o pi n g gr ai n s ( 1 2 -  4 8 h o ur s aft er f ertili z ati o n) pr o fi l e d fr o m ti m e -

s eri e s  R N A S e q d at a s et ( S a n d h u et al., 2 0 2 1 ). C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d

h e at str e s s, r e s p e cti v el y.

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E S 3

G U S - st ai n e d s a m pl e s  of ( A) 1  w e e k  ol d s e e dli n g ( B) g er mi n ati n g gr ai n.

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E S 4

R T - P C R a s s a y s h o wi n g t h e r e d u cti o n i n t h e e x pr e s si o n  of c h al k y gr ai n 5 i n

K O # 5 a n d  K O # 6 tr a n s g e ni c li n e s c o m p ar e d t o  wil d -t y p e. Si g ni fi c a n c e

l e v el f or t -t e st, *, P < 0. 0 5; * *, P < 0. 0 1.

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E S 5

M or p h o m etri c s  diff er e n c e s i n gr ai n ar e a, gr ai n l e n gt h a n d t ot al yi el d fr o m

W T  K O a n d  O E pl a nt s u n d er c o ntr ol a n d h e at str e s s. ( A) Gr ai n ar e a ( B)

Gr ai n l e n gt h ( C) T ot al yi el d. T h e si g ni fi c a n c e l e v el  w a s e sti m at e d u si n g

t w o - w a y  A N O V A.  N  =  6 - 7 pl a nt s.  C a n d  H S i n di c at e c o ntr ol a n d h e at

str e s s, r e s p e cti v el y.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 1

D et ail s  of ri c e di v er sit y p a n el 1 a c c e s si o n s u s e d i n t h e st u d y.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 3
S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 2

Li st  of all  pri m er s u s e d i n t h e st u d y.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 3

T h e  n u m b e r  of  g r ai n s  u s e d f o r  e a c h t r a n s g e ni c li n e f o r t h e

p h e n ot y pi c e v al u ati o n.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 4

Di stri b uti o n  of t h e r ati o  of r e d t o gr e e n pi x el s ( R G) u n d er c o ntr ol a n d h e at

str e s s ( H S) al o n g  wit h t h eir p er c e nt a g e c h a n g e ( H S/ C o ntr ol) a m o n g t h e

s el e ct e d a c c e s si o n s fr o m ri c e di v er sit y p a n el 1.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 5

D et ail s  of si g ni fi c a nt S N P s a n d t h eir a s s o ci at e d l o c u s ( 1 0 k b u p str e a m a n d

d o w n str e a m) u n d er c o ntr ol a n d h e at str e s s.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 6

P er c e nt a g e r e d u cti o n ( %)  of v ari o u s  gr ai n  p ar a m et er s i n  wil d -t y p e,

k n o c k o ut a n d  o v er e x pr e s si o n li n e s u n d er h e at str e s s.

S U P P L E M E N T A R Y  T A B L E S 7

G e n e s  p o siti v el y a n d n e g ati v el y c o -r e g ul at e d  wit h  O s C G 5 i d e nti fi e d fr o m

p air wi s e  P e ar s o n c orr el ati o n a n al y si s u si n g t h e d at a s et fr o m C h e n et

al., 2 0 1 6 .
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P e ŕ e z, P., a n d  D e L os  C a m p os,  G. ( 2 0 1 4).  G e n o m e- wi d e r e gr essi o n a n d
p r e di cti o n  wit h t h e  B G L R st ati sti c al p a c k a g e. G e n eti cs 1 9 8, 4 8 3 – 4 9 5.
d oi: 1 0. 1 5 3 4/ g e n eti cs. 1 1 4. 1 6 4 4 4 2

Qi a n,  D.,  Ti a n, L., a n d  Q u, L. ( 2 0 1 5). Pr ot e o mi c a n al ysis of e n d o pl as mi c
r eti c ul u m str ess r es p o ns es i n ri c e s e e ds. Sci.  R e p. 5, 1 – 1 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/sr e p 1 4 2 5 5

Qi u,  X., P a n g,  Y.,  Y u a n,  Z.,  Xi n g,  D.,  X u, J.,  Di n g k u h n,  M., et al. ( 2 0 1 5).  G e n o m e-
wi d e ass o ci ati o n st u d y of gr ai n a p p e ar a n c e a n d  milli n g q u alit y i n a  w orl d wi d e
c oll e cti o n of i n di c a ri c e g e r m pl a s m. Pl o S  O n e 1 0, 1 – 2 5. d oi: 1 0. 1 3 7 1/
j o ur n al. p o n e. 0 1 4 5 5 7 7

R  C or e  T e a m. ( 2 0 1 9).  R:  A l a n g u a g e a n d e n vir o n m e nt f or st atisti c al c o m p uti n g,
V ersi o n 3. 0. 2.  Vi e n n a,  A ustri a:  R f o u n d ati o n f or st atisti c al c o m p uti n g.

S al mi n e n,  T.  A., Bl o m q vist,  K., a n d E d q vist, J. ( 2 0 1 6). Li pi d tr a nsf er pr ot ei ns:
cl a ssifi c ati o n, n o m e n cl at ur e, str u ct ur e, a n d f u n cti o n. Pl a nt a 2 4 4, 9 7 1 – 9 9 7.
d oi: 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 4 2 5- 0 1 6- 2 5 8 5- 4

S a n d h u, J., Ir vi n, L., Li u,  K., St as wi c k, P.,  Z h a n g,  C., a n d  W ali a,  H. ( 2 0 2 1)
E n d o pl as mi c r eti c ul u m str ess p at h w a y  m e di at es t h e e arl y h e at str ess r es p o ns e of
d e v el o pi n g ri c e s e e ds.

S c h mit z,  A. J., B e g c y,  K., S ar at h,  G., a n d  W ali a,  H. ( 2 0 1 5).  Ri c e o v at e f a mil y
pr ot ei n 2 (  O F P 2 ) alt ers h or m o n al h o m e ost asis a n d v as c ul at ur e d e v el o p m e nt.
Pl a nt Sci. 2 4 1, 1 7 7 – 1 8 8. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. pl a nts ci. 2 0 1 5. 1 0. 0 1 1

S hi,  W.,  Yi n,  X., Str ui k, P.  C., S olis,  C.,  Xi e, F., S c h mi dt,  R.  C., et al. ( 2 0 1 7).  Hi g h
d a y- a n d ni g ht-ti m e t e m p er at ur es aff e ct gr ai n gr o wt h d y n a mi cs i n c o ntr asti n g ri c e
g e n ot y p es. J. E x p. B ot. 6 8, 5 2 3 3 – 5 2 4 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/j x b/ er x 3 4 4

S oss o,  D., L u o,  D., Li,  Q. B., S ass e, J.,  Y a n g, J.,  G e n dr ot,  G., et al. ( 2 0 1 5). S e e d
fi lli n g i n d o m esti c at e d  m ai z e a n d ri c e d e p e n ds o n S W E E T- m e di at e d h e x os e
tr a ns p ort. N at.  G e n et. 4 7, 1 4 8 9 – 1 4 9 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 3 4 2 2

Sr e e ni v as ul u,  N., B ut ar d o,  V.  M.,  Misr a,  G.,  C u e v as,  R. P.,  A n a cl et o,  R., a n d
Kis h or, P B K ( 2 0 1 5). D esi g ni n g cli m at e-r esili e nt ri c e  wit h i d e al gr ai n q u alit y s uit e d
f or hi g h-t e m p er at ur e str ess. J. E x p. B ot. 6 6, 1 7 3 7 – 1 7 4 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/j x b/ er u 5 4 4

S u n,  C., Li u,  T., Ji,  C., Ji a n g,  M.,  Ti a n,  T., a n d  G u o,  D. ( 2 0 1 4). E v al u ati o n a n d
a n al ysis t h e c h al ki n ess of c o n n e ct e d ri c e k er n els b as e d o n i m a g e pr o c essi n g
t e c h n ol o g y a n d s u p p ort v e ct or  m a c hi n e. J.  C er e al Sci. 6 0, 4 2 6 – 4 3 2. d oi: 1 0. 1 0 1 6/
j.j cs. 2 0 1 4. 0 4. 0 0 9. T his

S u ’u di,  M.,  C h a, J.  Y.,  A h n, I. P.,  K w a k,  Y. S.,  W o o,  Y.  M., a n d S o n,  D. ( 2 0 1 2).
F u n cti o n al c h ar a ct eri z ati o n of a b-t y p e c ell c y cl e s wit c h 5 2 i n ri c e ( Os C C S 5 2 B).
Pl a nt  C ell.  Tiss u e  Or g a n  C ult. 1 1 1, 1 0 1 – 1 1 1. d oi: 1 0. 1 0 0 7/s 1 1 2 4 0- 0 1 2- 0 1 7 6- z
fr o nti er si n. or g

https://doi.org/10.3390/s21248184
https://doi.org/10.1111/nph.17052
https://doi.org/10.1105/tpc.019778
https://doi.org/10.1111/j.1467-7652.2012.00741.x
https://doi.org/10.1111/j.1467-7652.2012.00741.x
https://doi.org/10.1016/j.wace.2015.08.001
https://doi.org/10.1016/j.wace.2015.08.001
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2012.11.001
https://doi.org/10.1002/tpg2.20011
https://doi.org/10.1002/tpg2.20011
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2009.04.011
https://doi.org/10.1093/pcp/pcy233
https://doi.org/10.1007/s10142-013-0331-6
https://doi.org/10.1186/s12284-016-0100-y
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-387689-8.00004-7
https://doi.org/10.1111/jpi.12392
https://doi.org/10.1093/mp/ssu044
https://doi.org/10.18637/jss.v025.i01
https://doi.org/10.1038/ng.2923
https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800717
https://doi.org/10.1038/sj.hdy.6800717
https://doi.org/10.1111/j.1467-7652.2008.00333.x
https://doi.org/10.1186/1471-2164-11-730
https://doi.org/10.1111/tpj.12584
https://doi.org/10.3389/fpls.2014.00064
https://doi.org/10.1104/pp.15.00636
https://doi.org/10.18293/SEKE2020-057
https://doi.org/10.1590/1984-70332017v17n1s15
https://doi.org/10.1016/j.agrformet.2014.11.016
https://doi.org/10.1016/j.agrformet.2014.11.016
https://doi.org/10.1038/ncomms10532
https://doi.org/10.1093/jxb/erz256
https://doi.org/10.1111/pbi.13516
https://doi.org/10.1080/1343943X.2015.1128114
https://doi.org/10.1080/1343943X.2015.1128114
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.02089
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.02089
https://doi.org/10.1111/j.1467-7652.2010.00502.x
https://doi.org/10.1002/pld3.196
https://doi.org/10.1534/genetics.114.164442
https://doi.org/10.1038/srep14255
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0145577
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0145577
https://doi.org/10.1007/s00425-016-2585-4
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2015.10.011
https://doi.org/10.1093/jxb/erx344
https://doi.org/10.1038/ng.3422
https://doi.org/10.1093/jxb/eru544
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2014.04.009.This
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2014.04.009.This
https://doi.org/10.1007/s11240-012-0176-z
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.1026472
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science
https://www.frontiersin.org


C h a n dr a n et al. 1 0. 3 3 8 9 /f pl s. 2 0 2 2. 1 0 2 6 4 7 2
S u,  Y., a n d  Xi a o, L.  T. ( 2 0 2 0). 3 D vis u ali z ati o n a n d v ol u m e- b as e d q u a nti fi c ati o n
of ri c e c h al ki n ess I n vi v o b y usi n g hi g h r es ol uti o n  mi cr o- C T. Ric e 1 3, 6 9.
d oi: 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 2 8 4- 0 2 0- 0 0 4 2 9- w

T a n a b e, S.,  As hi k ari,  M., F uji o k a, S.,  T a k ats ut o, S.,  Y os hi d a, S.,  Y a n o,  M., et al.
( 2 0 0 5).  A n o v el c yt o c hr o m e P 4 5 0 is i m pli c at e d i n br assi n ost er oi d bi os y nt h esis vi a
t h e c h ar a ct eri z ati o n of a ri c e d w arf  m ut a nt, d w arf 1 1,  wit h r e d u c e d s e e d l e n gt h.
Pl a nt  C ell 1 7, 7 7 6 – 7 9 0. d oi: 1 0. 1 1 0 5/t p c. 1 0 4. 0 2 4 9 5 0

T as hir o,  T., a n d  W ar dl a w, I. F. ( 1 9 9 1).  T h e eff e ct of hi g h t e m p er at ur e o n k er n el
di m e nsi o ns a n d t h e t y p e a n d o c c urr e n c e of k er n el d a m a g e i n ri c e. A ust. J.  A gric.
R es. 4 2, 4 8 5 – 4 9 6. d oi: 1 0. 1 0 7 1/ A R 9 9 1 0 4 8 5

T o n g,  X.  H.,  W a n g,  Y. F., S u n,  A.  Q., B ell o, B.  K.,  Ni, S., a n d  Z h a n g, J. ( 2 0 1 8).
N ot c h e d b ell y gr ai n 4, a n o v el all el e of d w arf 1 1, r e g ul at es gr ai n s h a p e a n d s e e d
g er mi n ati o n i n ri c e ( Or y z a s ati v a l.). I nt. J.  M ol. Sci. 1 9, 4 0 6 9. d oi: 1 0. 3 3 9 0/
ij ms 1 9 1 2 4 0 6 9

T ur n er, S.  D. ( 2 0 1 8).  Q q m a n: a n r p a c k a g e f or vis u ali zi n g  G W A S r es ults usi n g
q- q a n d  m a n h att a n pl ots. J.  O p e n S o urc e S oft w ar e 3, 7 3 1. d oi: 1 0. 2 1 1 0 5/j oss. 0 0 7 3 1
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