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RESUMEN

Se estudiaron las relaciones genéticas entre 19 cultivares de
arroz (Oryza sativa L.) liberados en Venezuela durante los ul-
timos 26 aros, utilizando andlisis del pedigri y marcadores mo-
leculares microsatélites (SSR). El coeficiente de coascendencia
entre progenitores de los cruzamientos que originaron estos
cultivares vario entre 0y 24% con promedio de 9%. El coefi-
ciente de parentesco vario entre 7,45 y 56,65% con promedio de
20,09%. El analisis de agrupamiento, utilizando el coeficiente de
parentesco como medida de similaridad, indico que las varieda-
des venezolanas pueden agruparse en ocho grupos. De los 44
marcadores SSR utilizados, 29 resultaron polimorficos para los
materiales incluidos en este estudio, produciendo 84 fragmentos
polimorficos. Los alelos generados por cada iniciador mostraron
2-6 bandas, con media de 3,1. El analisis de correspondencia
multiple indico que tres componentes principales explican 59%

de la variacion y permiten el agrupamiento de las varieda-
des estudiadas en seis grupos discretos. El andalisis molecular
es mds preciso e informativo que el estudio de parentesco; sin
embargo, no discrimina entre identidad por estado o por as-
cendencia, por lo que algunos individuos pueden ser agrupados
aunque no necesariamente el alelo provenga de un ancestro co-
mun. Los resultados indican que las variedades de arroz usadas
en Venezuela estan relativamente emparentadas. El andlisis de
diversidad genética mostro grupos bastante similares, con He=
0,46958. Sin embargo, existen materiales bastante divergentes,
por lo que el entrecruzamiento y seleccion en condiciones loca-
les puede contribuir a producir cultivares con mayor potencial
de rendimiento y estabilidad, y mejor adaptabilidad a las condi-
ciones de cultivo locales.

Introduccion

El conocimiento de la di-
versidad genética entre culti-
vares en una region determi-
nada es importante para pla-
nificar estrategias de mejora-
miento y reducir la vulnerabi-
lidad genética de los cultivos.
De acuerdo con Mohammadi
y Prasanna (2003), la infor-
macion acerca de los niveles
y patrones de diversidad ge-
nética puede ser muy util en
el mejoramiento para analizar

la variabilidad genética entre
cultivares, identificar combi-
naciones de progenitores para
crear poblaciones con diversi-
dad méxima, e introducir ge-
nes deseables de germoplasma
diverso a la base genética dis-
ponible. Esta informacion
también es importante en el
mejoramiento de hibridos para
la formacion de grupos o cru-
zamientos de alta heterosis.
Varios autores sefalan que
la divergencia genética entre
cultivares es generalmente

desconocida y que realizar
cruces, asi como estudiar sus
progenies, viene a ser el uni-
co recurso para determinarla.
Miranda et al. (1988) indican
que existen dos formas de
evaluar la divergencia genéti-
ca. Primero, métodos cuanti-
tativos que consisten realizar
los analisis dialélicos propues-
tos por Griffing (1956), y por
Gardner y Eberhart (1966),
entre otros. La ventaja de és-
tos es permitir la evaluacion
de la divergencia genética en-

tre los progenitores y de sus
hibridos, mientras que la des-
ventaja radica en el gran nua-
mero de cruces a realizar, la
dificultad de llevar a cabo los
cruzamientos en algunas es-
pecies y la necesidad de hacer
evaluaciones en diferentes
ambientes. Segundo, métodos
predictivos que incluyen: a)
estudios de caracteres morfo-
logicos o agronomicos, apoya-
dos en técnicas de analisis
multivariado, b) marcadores
moleculares, y c¢) analisis del
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GENETIC DIVERSITY AMONG VENEZUELAN RICE CULTIVARS BASED ON PARENTAGE COEFFICIENT
ESTIMATION AND ANALYSIS USING MICROSATELLITE MOLECULAR MARKERS (SSR)

Iris Pérez-Almeida, Edgar Torres, Luis Angulo and Marco Acevedo

SUMMARY

Genetic relationships among 19 rice (Oryza sativa L.) vari-
eties released in Venezuela during the last 26 years were stud-
ied using pedigree and microsatellite molecular markers (SSR)
analysis. Co-ancestry values among parents used in crosses that
originated these cultivars varied between 0 and 24%, with an
average of 9%. In turn, the coefficient of parentage between
cultivar pairs ranged from 7.45% to 56.65%, with an average of
20.09%. Cluster analysis using the coefficient of parentage as a
measure of similarity indicated that Venezuelan varieties can be
grouped into eight distinctive sets. It was found that 29 out of
44 SSR markers were polymorphic, originating 84 polymorphic
fragments. Alleles generated by each primer showed between 2
and 6 bands, with average of 3.1. Multiple correspondence anal-

yses showed that three eigenvalues explained 59% of variance
allowing grouping of the studied varieties in six discrete sets. It
was observed that molecular analysis is more precise and infor-
mative than pedigree analysis; however, it does not distinguish
between identity by descend or identity by state. Therefore, some
genotypes could be grouped together even thought they do not
have a common ancestor. These results show that Venezuelan
rice varieties are related. Genetic diversity analysis yields highly
similar groups, with He= 0.46958. Nonetheless, there are largely
divergent materials and in consequence intercrossing and selec-
tion under local conditions could produce new cultivars with a
higher yield potential, higher stability and better adaptability to
the local growing conditions.

DIVERSIDADE GENETICA ENTRE CULTIVARES DE ARROZ DA VENEZUELA COM BASE NA ESTIMATIVA DO
COEFICIENTE DE PARENTESCO E ANALISES COM MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES (SSR)

Iris Pérez-Almeida, Edgar Torres, Luis Angulo ¢ Marco Acevedo

RESUMO

Estudaram-se as relagoes genéticas entre 19 cultivares de
arroz (Oryza sativa L.), liberados na Venezuela durante os ulti-
mos 26 anos, utilizando andlise do pedigree e marcadores mo-
leculares microssatélites (SSR). O coeficiente de co-ascendén-
cia entre progenitores dos cruzamentos que originaram estes
cultivares variou entre 0% e 24% com media de 9%. O coefi-
ciente de parentesco variou entre 7,45% e 56,65% com média
de 20,09%. A andlise de agrupamento, utilizando o coeficiente
de parentesco como medida de similaridade, indicou que as
variedades venezuelanas podem classificar-se em oito grupos.
Dos 44 marcadores SSR utilizados, 29 resultaram polimorfi-
cos para os materiais incluidos neste estudo, produzindo 84
fragmentos polimorficos. Os alelos gerados por cada iniciador
mostraram 2-6 bandas, com media de 3,1. A andlise de cor-
respondéncia multipla indicou que trés componentes principais

explicam 59% da variagdo e permitem o agrupamento das va-
riedades estudadas em seis grupos discretos. A andlise mole-
cular é mais precisa e informativa que o estudo de parentesco;
no entanto, ndo discrimina entre identidade por estado ou por
ascendéncia, pelo qual alguns individuos podem ser agrupados
mesmo que o alelo ndo provenha necesariamente de um ances-
tral comum. Os resultados indicam que as variedades de arroz
usadas na Venezuela estdo relativamente aparentadas. A andli-
se de diversidade genética mostrou grupos bastante similares,
com He= 0,46958. No entanto, existem materiais bastante di-
vergentes, pelo que o entrecruzamento e sele¢do em condigoes
locais podem contribuir a produzir cultivares com maior po-
tencial de rendimento e estabilidade, e melhor adaptabilidade
as condi¢oes de cultivo locais.

pedigri con base en el coefi-
ciente de parentesco.

En arroz, el analisis de la
genealogia ha sido utilizado
para medir la diversidad ge-
nética y ha permitido com-
prender la estructura pobla-
cional y planear estrategias
para la incorporacion de nue-
vo germoplasma. Dilday
(1990), trabajando en arroces
de EEUU, report6 valores del
coeficiente de parentesco (ry,)
alto, tanto para las variedades
de grano medio ‘Calrose’ y
‘Caloro’, como para las varie-
dades de grano largo ‘Lebon-
net’ y ‘Lemont’ con r,, = 90%
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y Iy = 72%, respectivamente.
Cuevas-Pérez et al. (1992),
trabajando con las variedades
de arroz de riego de América
Latina, encontraron que el
coeficiente de parentesco me-
dio dentro de los paises vario
entre 41% para Costa Rica y
0% en Chile. Los cultivares
de Venezuela tuvieron un
coeficiente de parentesco pro-
medio de 16% con el resto de
Latinoamérica y fueron mas
similares a las variedades co-
lombianas.

Con el advenimiento de
nuevas técnicas para el estudio
del genotipo, los marcadores

moleculares han sido incorpo-
rados en el andlisis de la di-
versidad genética. Cao y Card
(1997) compararon los méto-
dos de pedigri y RAPD en 26
materiales élites recomendados
para el estado de Louisiana,
EEUU. Estos autores reportan
que las distancias genéticas
obtenidas por ambos métodos
fueron similares y permitieron
clasificar los cultivares en gra-
no medio y largo. Sin embar-
go, las distancias promedios
obtenidas por el método del
pedigri fueron significativa-
mente superiores a las estima-
das por RAPD para ambos ti-

pos de granos. Ademas, ambos
métodos agruparon a los culti-
vares estudiados con similar
ciclo de maduracion o por tipo
de grano en el analisis de
agrupamiento, concluyendo
que el método de RAPD pue-
de ser usado para establecer
relacion genética en cultivares
de arroz cuando se conozca o
no el pedigri de los mismos.
Los microsatélites, un tipo
de marcador molecular basado
en secuencias repetitivas, han
sido utilizados para medir di-
versidad genética de especies
como arroz (Oryza sativa) y
maiz (Zea mays). Reciente-
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mente han aparecido informes
del uso de microsatélites para
analizar la estructura genética
de las poblaciones en diversos
cultivos, tales como frijol
(Blair et al., 2008), maiz (Ba-
lestre et al., 2008), cafia de
azucar (Parida et al., 2009),
algodén (Abdurakhmonov et
al., 2008), uva (Cipriani et al.,
2008), alfalfa (Badri et al.,
2008), y Brassica napus
(Cheng et al., 2009). En arroz
se ha demostrado que los
marcadores microsatélites se
distribuyen de manera relati-
vamente uniforme por todo el
genoma y detectan un alto
nivel de diversidad alélica en
variedades cultivadas y espe-
cies lejanamente relacionadas
(McCouch et al., 1997). Los
microsatélites o SSR son co-
dominantes, abundantes, de
alta reproducibilidad y exhi-
ben un alto grado de varia-
cion alélica (Temnykh et al.,
2000; 2001).

En Venezuela se ha explo-
rado la diversidad genética a
través de microsatélites en
algunas variedades de arroz
(Angulo et al., 2006, Labrin
Sotomayor, 2006; Arnao et
al., 2007, Ghneim et al.,
2008). Estos estudios eviden-
ciaron la baja diversidad exis-
tente en los materiales evalua-
dos. Ghneim et al. (2008)
concluyeron que los marcado-
res SSR fueron altamente po-
derosos para distinguir mate-
riales emparentados y confir-
maron que los materiales ac-
tualmente utilizados en el
pais estan emparentados entre
ellos y aun con cultivares li-
berados hace mas de 20 afios,
poniendo en evidencia la po-
sible vulnerabilidad genética
del sistema.

El objetivo de este trabajo
fue estudiar la diversidad ge-
nética entre cultivares de
arroz de Venezuela utilizando
dos métodos; el analisis teori-
co del pedigri y marcadores
moleculares microsatélites, los
cuales fueron comparados.

Materiales y Métodos

Para estudiar la diversidad
genética entre las variedades
comerciales de Venezuela fue-
ron analizadas las genealogias

TABLA I

VARIEDADES DE ARROZ DE RIEGO LIBERADAS EN LOS ULTIMOS 29 ANOS

EN VENEZUELA

Cultivar Cruzamiento Ao 0,/
Araure 1 R 930-147-13/COLOMBIA 1 1978 0,00
Ciarllacen 1 IR 665-23-3-1/IR 841-63-5-104-1B/C 46-15 1979 0,11
Araure 2 P 901-22-7-2-3-2-1B/P 918-25-1-4-2-3-1B//P 914-43-8-3-5-2-1B/P 920-7-4-3-3-1-1B 1982 0,15
Araure 3 IR8/5XPETA/BELLE PATNA 1984 0,24
Araure 4 CICA 7//CICA 8/REMADIJA 1984 0,07
Cimarrén CHIANUNG SIPI 611330/1R 34/IR 1563-15-3-3 1988 0,08
Palmar CICA 7//CICA 8/PELITA I-1 1988 0,08
Fonaiap 1 P 1386-6-8M-1-3M-1//CAMPONI/TAPURIPA 1993 0,02
Fonaiap 2 COLOMBIA 1/2xP 1274-6-8M-1-3M-1//P 2060-F4-2-5-2 1993 0,10
Fonaiap 2000 P 5446-6-3-2///IR 5/INIAP 415/COLOMBIA 1/P 1274-6-8M-1-3M-1/4/P 3059-F4-79-1 2000 0,07
Fundarroz PN-1 P 3084-F4-56-2-2/FARO 37//CT 8154-1-9-2 2000 0,09
Zeta 15 P 3050-F4-52/ORYZICA 1/1R 21015-72-3-3-3-1 2000 0,05
D-Primera IR 2823-103-5-1/IR 5533-13-1-1/IR 43 2001 0,13
D-Sativa P 3050-F4-52/0ORYZICA 1/1R 21015-72-3-3-3-1 2002 0,05
Fedearroz 50 P 1274-6-8M-1-3M-1/ORYZICA LLANOS 4 2002 0,16
Venezuela 21  CT 8008-16-31-3P-M//CT 9682-2-M-14-1-M-1-3P-M-1/CT 10310-15-3-2P-4-3 2003 0,09
Fedearroz 2000 P 3084-F4-56-2-2/P 3844-F3-19-1-1B-1X//CT 8154-1-9-2 2004 0,07
D-Oryza P 3084-F4-56-2-2/P 3844-F3-19-1-1B-1X//CT 6096-7-4-4-3-M 2005 0,10
Centauro ECIA 38-2-4-2-5-6/CT 8222-7-6-2P-1X//FB007-3-1-6-1-M 2006 0,07

de 19 cultivares de arroz (Ory-
za sativa L.) liberados durante
los ultimos 29 afios (1978-
2006; Tabla I). Estos materia-
les tienen o han tenido areas
cultivadas importantes en el
pais y sus pedigries son cono-
cidos. Por el contrario, otros
genotipos cuyas ascendencias
no eran conocidas, fueron ex-
cluidos de este estudio.

La informacion de la ge-
nealogia utilizada en este es-
tudio fue obtenida por consul-
ta en bases de datos. Entre
ellas estan el Sistema Interna-
cional de Informacién de
Arroz (International Rice In-
formation System, IRIS;
www.irri.cgiar.org/IRIS); la
base de datos del Centro In-
ternacional de Agricultura
Tropical (CIAT; Martinez et
al., 1995); y la publicaciéon
sobre registros de cruzamien-
tos realizados por el programa
de arroz del Instituto Colom-
biano Agropecuario (ICA) y
el CIAT durante el periodo
1957-1986 (CIAT,1987).

La informacion del pedigri
fue utilizada para calcular el
coeficiente de parentesco (r,)
para todos los pares de com-
binaciones de los 19 genoti-
pos. Los supuestos para este
tipo de anélisis fueron ex-
puestos por St. Martin (1982)
y son: a) los ancestros y cul-
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tivares son homocigotos y
homogéneos, b) genotipos sin
ancestrales comunes no estan
relacionados y el coeficiente
de consanguinidad es cero
(F=0), y ¢) los progenitores
contribuyen igualmente a la
progenie. En un sentido gene-
ral, ésta es una medida de la
ascendencia comun entre dos
genotipos y de la diversidad
genomica latente (ICIS, 2011).
Para construir el dendro-
grama se utilizd6 como medi-
da de similaridad el coefi-
ciente de parentesco tal como
es mencionado por Gopal y
Oyama (2005). Los materia-
les fueron agrupados median-
te el uso del método de fu-
sion de los promedios no
ponderados (UPMGA).

Extraccion de ADN y
amplificacion de los SSR

Se tomaron muestras de
tejidos de hojas jovenes en
plantulas de 15 dias de edad
de los 19 materiales de arroz
incluidos en este estudio (Ta-
bla I) que fueron germinados
a partir de semilla genética o
de fundacién, suministradas
por los respectivos programas
de mejoramiento para garanti-
zar su pureza genética. En
esta etapa del estudio no se
dispuso de semilla de la va-

riedad Ciarllacen 1, la cual
fue sustituida por su pariente
CICA 9.

El ADN se extrajo utilizan-
do la metodologia de Zambra-
no et al. (2002). La calidad y
cantidad del ADN fueron ob-
servadas en gel de agarosa
0,8% tefiido con bromuro de
etidio, bajo luz UV, comparan-
do con estandares comerciales
de concentracion conocida.

Para realizar las reacciones
de PCR se utilizaron
~20ng-ul' de ADN; 1,5ul de
Buffer 10X; 1,5u1 MgCl,
(25mM); 2,5ul de cada inicia-
dor (2uM); 0,25ul dNTPs
(20mM) y 0,1pl de la Taq Pro-
mega (5U/ul"), para un volu-
men final de reaccion de 15pl.
Se utilizé un termociclador MJ
Research PTC-100 durante 34
ciclos a una temperatura de
alineacion de 55°C.

Se evaluaron 44 microsatéli-
tes ubicados en todo el geno-
ma del arroz (Tabla II) y se
visualizaron en gel de poliacri-
lamida 6% con revelado en
nitrato de plata, en un digitali-
zador de imagenes marca BIO-
RAD modelo CHEMIDOC,
utilizando el programa Quanti-
ty One v. 4.2° y capturando
las imagenes digitalmente. A
partir de estas Ultimas se esti-
mo el peso molecular de los
alelos para cada SSR.
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TABLA 11

INICIADORES MICROSATELITES (SSR) UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO

No SSR Cromosoma  N° Alelos pb Motivo Repetido Secuencia sentido Secuencia antisentido
1 RM237 1 3 126-132 (CDI8 caaatcccgactgcetgtee tgggaagagagcactacage
2 RM283 1 1 150 (GA)18 gtctacatgtaccettgttggg cggcatgagagtctgtgatg
3 RM490 1 3 113-131 CD13 atctgcacactgcaaacacc agcaagcagtgctttcagag
4 RM174 2 2 241-257 (AGG)7(GA)10 agcgacgccaagacaagtcggg  tccacgtcgatcgacacgacgg
5 RM250 2 1 140 Cn17 ggttcaaaccaagetgatca gatgaaggccttccacgcag
6 RM279 2 3 118-137 (GA)16 gegggagagggatctect ggctaggagttaacctegeg
7 RMS555 2 2 269-279 (AG)11 ttggatcagccaaaggagac cagcattgtggcatggatac
8 RM3639 2 2 134-142 (GA)13 catgggccaatctagetage tgcaactctgcaactccaag
9 RM16 3 1 310 (TCG)5(GA)16 cgctagggcagcatctaaa aacacagcaggtacgcge
10 RMS5 3 3 108-144 (TGG)5(TCM)12 ccaaagatgaaacctggattg gcacaaggtgagcagtee
11 RM148 3 2 138-148 (TG)12 atacaacattagggatgaggctgg  tccttaaaggtggtgcaatgegag
12 RM203 3 1 260 (AT)21 cctatcccattagccaaacattge  gatttacctcgacgecaacctg
13 RM231 3 2 115-132 (CT)16 ccagattatttcctgaggtc cacttgcatagttctgcattg
14 RM545 3 4 238-272 (GA)30 caatggcagagacccaaaag ctggcatgtaacgacagtgg
15 RM119 4 1 166 (GTO)6 catccccetgetgetgetgetg cgecggatgtgtgggactageg
16 RM551 4 4 192-221 (AG)18 agcccagactagcatgattg gaaggcgagaaggatcacag
17 RM303 4 1 145 [AC(AT)2- gcatggccaaatattaaagg ggttggaaatagaagttcggt
10]9(GT)7(ATGT)6
18 RM13 5 6 125-161 (GA)6-(GA)16 tccaacatggcaagagagag ggtggcattcgattccag
19 RMI22 5 2 264-274 (GA)TA(GA)2A(GA)1L gagtcgatgtaatgtcatcagtge  gaaggaggtatcgetttgttggac
20 RM164 5 3 240-325 (GDI6TT(GT)4 tettgecegteactgeagatatcc gecagecctaatgcetacaattettc
21 RM169 5 3 161-190 GA)12 tggctggcteegtgggtagetg tecegttgeegttcatcectee
22 RMI111 6 2 114-116 (GA)9 cacaacctttgagcaccgggtc acgectgcagcttgatcacegg
23 RM190 6 3 94-110 cnu ctttgtctatctcaagacac ttgcagatgttcttcctgatg
24 RM204 6 4 83-167 (CT)44 gtgactgacttggtcataggg gctagecatgetctegtace
25 RM253 6 1 190 (GA)25 tccttcaagagtgcaaaace gcattgtcatgtcgaagee
26  RM484-485 6 3 86-111 (CT)n ctttgtctatctcaagacac ttgcagatgttcttcctgatg
27 RM11 7 1 130 GAI17 tctectettcececgate atagcgggcgaggcttag
28 RM134 7 1 105 (ccay? acaaggccgegagaggattccg  getetecggtggctecgattgg
29 RM234 7 1 160 (CT)25 acagtatccaaggccctgg cacgtgagacaaagacggag
30 RM336 7 5 116-172 (CTT)18 cttacagagaaacggcatcg gctggtttgtttcaggtteg
31 RM346 7 2 146-172 (CTT)18 cgagagagcccataactacg acaagacgacgaggagggac
32 RM25 8 4 138-165 (GA)18 ggaaagaatgatcttttcatgg ctaccatcaaaaccaatgttc
33 RM3855 9 1 160 (GA)25 aatttcttggggaggagagg agtatccggtgatcttccec
34 RM216 10 3 133-149 CnDI18 geatggecgatggtaaag tgtataaaaccacacggeca
35 RM222 10 4 225-245 CD18 cttaaatgggccacatgeg caaagcttccggccaaaag
36 RM228 10 2 134-152 (CA)6(GA)36 ctggccattagteettgg gettgeggctetgettac
37 RM239 10 1 148 (AG)STG(AG)2 tacaaaatgctgggtaccec acatatgggacccacctgte
38 RM496 10 1 258 (TC)14 gacatgcgaacaacgacatc gctgeggegcetgttatac
39 RM21 11 5 189-241 (GA)18 acagtattccgtaggcacgg gctecatgagggtggtagag
40 RM144 11 4 260-313 (ATT)11 tgcectggegeaaatttgatce gctagaggagatcagatggtagtgcatg
41 RM167 11 2 113-117 GA)l6 gatccagegtgaggaacacgt agtccgaccacaaggtgegttgtc
42 RM224 11 3 129-161 (AAG)8(AQ)13 atcgatcgatcttcacgagg tgctataaaaggcattcggg
43 RM270 12 1 106 (GA)13 ggccgttggttctaaaatc tgcgcagtatcatcggegag
44 RM309 12 1 140 (GD)13 gtagatcacgcacctttctgg agaaggcctecggtgaag
Promedio de alelos por loci polimérficos= 3,1; indice de diversidad de Nei= 0,466.
Para el analisis de la diversi- ras en la poblacion bajo estudio do el Modulo TDM_GMS correspondencia multiple

dad genética utilizando marca-
dores microsatélites se realizo
un analisis de correspondencia
multiple. Esta técnica, equiva-
lente al analisis de componen-
tes principales en variables ca-
tegoricas, es una técnica des-
criptiva de analisis multivariado
que busca identificar estructu-
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en términos de variables e indi-
viduos representados en un es-
pacio tridimensional. Ello per-
mitié determinar la presencia
de grupos entre los genotipos
estudiados e inferir las relacio-
nes entre los mismos.

El célculo del coeficiente de
parentesco se realizo utilizan-

BROWSE de las herramientas
bioinformaticas desarrolladas
por el International Crop In-
formation System (ICIS;
www.icis.cgiar.org/icis/). El
dendrograma fue generado
utilizando la funcion Tree
Plot del programa NTSYS
(Rohlf, 1997). El analisis de

(ACM) se realizo utilizando el
Pros Corresp de SAS (1996).

Resultados y Discusion

El coeficiente de parentesco
(r,y) entre las variedades co-
merciales estuvo entre 0,07 y
0,99 (Tabla III), con varios
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TABLA III
VALORES DEL COEFICIENTE DE PARENTESCO (r,,) ENTRE VARIEDADES
COMERCIALES DE ARROZ LIBERADAS EN LOS ULTIMOS 29 ANOS EN VENEZUELA

Genotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 13 14 15 16 17 18 19
1 1,00
2 031 1,00
3031 048 1,00
4 018 0,20 030 1,00
5016 021 022 0,19 1,00
6 026 034 030 027 0,15 1,00
70,14 0,19 029 0,18 0,11 0,17 1,00
8 0,18 020 0,29 040 0,19 0,27 0,17 1,00
9 011 0,12 0,17 0,19 0,10 0,21 0,07 0,19 1,00
10 0,26 044 039 0,24 020 0,26 0,16 0,23 0,13 1,00
110,19 026 029 0,17 0,13 0,18 0,16 0,16 0,09 0,19 1,00
12016 021 023 0,15 0,11 0,16 0,12 0,14 0,10 0,16 0,53 1,00
13023 026 028 0,15 0,11 0,26 0,14 0,15 0,13 022 0,20 0,18 1,00
14 026 028 028 0,20 0,15 0,20 0,14 0,20 0,15 022 0,17 020 0,16 1,00
15 0,29 030 029 0,16 0,12 0,37 0,14 0,16 0,17 027 0,14 0,19 0,57 0,16 1,00
16 0,16 020 021 0,16 0,10 0,15 0,10 0,16 0,12 0,16 0,11 032 0,12 0,37 0,12 1,00
17 0,17 021 025 0,17 0,15 0,18 0,12 0,18 0,13 0,19 0,14 0,13 0,14 0,15 0,17 0,11 1,00
18 0,17 0,20 029 0,14 0,11 0,16 0,15 0,16 0,10 0,18 0,16 0,13 0,20 0,17 0,13 0,14 0,12 1,00
19 019 0,26 029 0,17 0,13 0,18 0,16 0,16 0,09 0,19 099 0,53 020 0,17 0,14 0,11 0,14 0,16 1,00

1: D-Oryza, 2: Ciallarcen 1, 3: Araure 3, 4: Araure 4, 5: Fonaiap 1, 6: Fonaiap 2, 7. Cimarrén, 8: Palmar, 9: Arau-
re 1, 10: Araure 2, 11: D-Sativa, 12: Venezuela 21, 13: Centauro, 14: Fedearroz 2000, 15: Fedearroz 50, 16: Fundarroz
PN1, 17: Fonaiap 2000. 18: D-Primera, 19: Z-15

cultivares altamente relaciona-
dos (ry, =0,50) entre si. De
forma general, tres variedades
estan poco relacionadas con
las variedades sembradas en
Venezuela como un todo, éstas
son Araure 1, Fonaiap 1 y Ci-
marrén, las cuales poseen r,,
promedio con el grupo de
0,13; 0,15 y 0,15, respectiva-
mente. Entretanto, existen
otros materiales que compar-
ten gran parte de sus genes
(>50%), entre los que estan
D-Sativa y Z-15 (r,,= 0,99) por
ser dos cultivares selecciona-
dos del mismo cruce; Vene-
zuela 21 con D-Sativa (r,,=
0,53); Venezuela 21 con Z-15
(ryy= 0,53) pues el cruce que
origind a las variedades (D-
Sativa o Zeta 15) fue progeni-
tor de Venezuela 21; Fedearroz
50 con Centauro (r,,= 0,57)
dado que Fedearroz 50 es pro-
genitor de Centauro. Existen
otras relaciones intermedias
del coeficiente de parentesco
que varian entre 0,30< r,,
<0,50, las cuales son Palmar
con Araure 4 (r,,= 0,40) por
tener en comun dos progenito-
res; Cica 7 y Cica 8; y Fedea-
rroz 50 con FONAIAP 2 (r,,=
0,37), materiales que compar-
ten genes de germoplasma de
secano; Fundarroz PN-1 con
Venezuela 21 (r,,= 0,32) pues-

to que la primera es progenito-
ra de la segunda.

Tomando como referencia
un valor arbitrario de similari-
dad de 0,20 que corresponde
al parecido de una familia de
medios hermanos, los genoti-
pos estudiados pueden ser se-
parados en ocho grupos distin-
tos (Figura 1): grupo 1 (Oryza,
Cica 9, Araure 3, Araure 2,
Fonaiap 2, Centauro, Fedea-
rroz 50, Araure 4 y Palmar),
grupo 2 (D-Sativa, Z-15 y Ve-
nezuela 21), grupo 3 (Fedea-
rroz 2000 y Fundarroz PN-1),
grupo 4 (D-Primera), grupo 5
(Fonaiap 2000), grupo 6 (Ci-
marrén), grupo 7 (Fonaiap 1),
y grupo 8 (Araure 1).

Se encontr6é que 29 de los
44 marcadores SSR seleccio-
nados resultaron polimoérficos
(Tabla II) produciendo 84
fragmentos polimoérficos.
Quince SSR (RM11, RM16,
RM119, RMI134, RM203,
RM234, RM239, RM250,
RM253, RM270, RM283,
RM303, RM309, RM496,
RM3855) fueron monomorfi-
cos en los materiales incluidos
en este estudio. Entre los poli-
morficos, los alelos generados
por cada iniciador fueron de 2
a 6, con media de 3,1.

Algunos de los iniciadores
utilizados en este estudio pre-
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sentan alelos Uinicos que permi-
ten la identificacion de cultiva-
res, denotando la utilidad de
los SSR (Tabla IV). Por ejem-

plo, los alelos 2, 3 y 4 del ini-
ciador RM21 diferencian las
variedades Fedearroz 2000,
Cimarrén y Fonaiap 2, respec-
tivamente. Los alelos 2 y 3 del
iniciador RM279 son unicos
para Fonaiap 1 y D-Oryza.
Igualmente, dos de los inicia-
dores evaluados presentan ale-
los unicos para distinguir la
variedad Fonaiap 2000 (alelo 2
del RM169 y alelo 1 del
RM222); el alelo 1 del RM174,
para Centauro; alelo 2 del
RM?224 para Fundarroz PN-I;
el alelo 1 del RM228 para Fo-
naiap 1; el alelo 2 del RM231
para D-Primera y el alelo 1 del
RMS551 para Araure 3.

El ACM indicé6 que un
58,75% de la inercia total es
explicada por tres componentes.
Mientras en el analisis de agru-
pamiento utilizando estas di-
mensiones se encontraron seis
grupos (Figura 2): grupo I (Fe-
dearroz 50, Fonaiap 2, Araure
1, Araure2, Araure 3, Araure 4,
Centauro y Cica 9), grupo II
(Fonaiap 2000, Cimarrén y D-
Primera), grupo III (Zeta 15 y
D-Sativa), grupo IV (Fedearroz

D-Oryza

Ciallarcen

_|

Araure 3

Araure 2

Fonaiap

Centauro

Fedearroz 50

Araure 4

Palmar

D-Sativa

L

Zeta 15

Venezuela

Fedearroz 2000

Fundarroz PN1

D- Primera

Fonaiap

Cimarron

Fonaiap

Araure 1

0,0 0,2 0,4 0,6

! ' 1
0,8 1,0

Figura 1. Dendrograma basado en similaridad (r,,) entre 19 cultivares

de arroz utilizados en Venezuela
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2000, Fundarroz PN1 Dim3
y Venezuela 21), grupo

V (D-Oryza y Fonaiap 2,09
1), y grupo VI (Pal-

mar).

poca coincidencia en-
tre el analisis de pedi-
gri y el andlisis de di-
versidad. El analisis
molecular de diversi-
dad agrupo6 a Fonaiap
2000, D-Primera y -127
Cimarrén, que forma- 2,2
ban grupos individua-

les, en un solo grupo.

Reunié a D-Oryza y Dim1 -0,

Fonaiap 1 en un grupo
y a Fedearroz 50 y a
Centauro en otro gru-
po. Entretanto, Vene-
zuela 21 fue agrupada
con Fundarroz PNI, y
Araure 1 pas6 a for-
mar parte de un gran
grupo junto a Araure
2, Araure 3, Araure 4,
Palmar, Cica 9 y Fo-
naiap 2. El andlisis
grafico (Figura 2)
muestra en un espacio tridi-
mensional las interrelaciones
entre las 19 variedades comer-
ciales, mostrando su distribu-
cion en grupos discretos. En
este grafico cabe notar que, por
ejemplo, en el caso de Vene-
zuela 21, aunque fue agrupada
junto a Fundarroz PNI, esta
muy cerca del grupo formado
por D-Sativa y Zeta-15. Esta
variedad es derivada de un
cruzamiento triple que involu-
cra a D-Sativa como el tercer
progenitor y Fundarroz PNI1
como madre del cruce simple;
entonces el andlisis del pedigri
indica que tedricamente posee
50% de los genes de D-sativa y
la agrupa con ésta; el analisis
molecular indica que en reali-
dad esta linea en particular
heredé un mayor porcentaje de
sus genes de Fundarroz PNI.
Estos resultados muestran que
el analisis molecular es mas
preciso e informativo; sin em-
bargo, no discrimina entre alelos
idénticos por descendencia y
alelos idénticos por estado, por
lo que algunos individuos pue-
den ser agrupados aunque no
necesariamente estén emparen-
tados. Por otra parte, los micro-
satélites representan alelos neu-
trales que tedricamente no estan
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En general, hubo 0y97/
—
-0,15//

1,03

o0 Y Dim2

Figura 2. Resultado grafico del analisis de corresponden-
cia multiple de las variedades estudiadas a partir de 44
SSR. Araure 1, Fonaiap 2, Araure 4, Araure 3, Cica 9, junto génico, y 16 an-
Araure 2, Fedearroz 50 y Centauro conforman un mismo
grupo (barra con circulo lleno); Fonaiap 2000, Cimarrén,
y D-Primera se ubican en un segundo grupo (barra con
tréboles); Zeta 15 y D-Sativa en el mismo grupo 3 (barra
con cruces); Fonaiapl y D-Oryza en el grupo 4 (barra
con estrellas); Fedearroz 2000, Fundarroz PN1 y Vene-
zuela 21 en el grupo 5 (barra con circulos vacios); y
Palmar conforma el grupo 6 (barra con rombo).

sometidos a procesos de selec-
cion, por lo que estos grupos no
tendrian relacion con la adapta-
cion de los materiales.

El andlisis grafico es muy
informativo pues permite ob-
servar la relacion entre los gru-
pos; por ejemplo, el grupo for-
mado por D-Sativa y Zeta 15
estd en una posicién opuesta al
grupo formado por Fonaiap
2000, Cimarron y D-Primera.

Los resultados obtenidos
confirman que los cultivares

utilizados en Venezue-
la poseen una base ge-
nética estrecha. La di-
versidad genética dis-
ponible en el germo-
plasma estudiado y las
estrategias para su uso
vienen siendo discuti-
das entre los fitomejo-
radores del cultivo
arroz en el pais. Un
estudio previo realiza-
do por Acevedo et al.
(2007) indica que la
base genética del ger-
moplasma de arroz es
estrecha, dado que
cinco ancestrales estan
presentes en todas las
variedades y contribu-
yen con 52% del con-

cestrales tienen una
contribucion genética
acumulada de 80%, lo
que es confirmado por
los resultados del pre-
sente estudio. El coefi-
ciente de parentesco
promedio obtenido en-
tre el conjunto de variedades
como un todo fue de r,,= 0,20,
superior al mostrado por Cue-
vas-Pérez et al. (1992), indican-
do que el parentesco entre las
variedades comerciales ha au-
mentado desde esa fecha al
presente. Los resultados del
analisis de pedigri fueron con-
firmados con el analisis mole-
cular de diversidad, el cual
mostrd que existen varios ge-
notipos que comparten gran
parte de sus genes.

TABLA 1V
INICIADORES EVALUADOS QUE PRESENTARON
ALELOS UNICOS PARA LA IDENTIFICACION
DE VARIEDADES EN LOS 19 GENOTIPOS DE ARROZ

ESTUDIADOS
Iniciador Alelo pb Variedad
Alelo 2 236 Fedearroz 2000
RM21 Alelo 3 228 Cimarrén
Alelo 4 220 Fonaiap 2
RM169 Alelo 2 176 Fonaiap 2000
RM174 Alelo 1 257 Centauro
RM222 Alelo 1 245 Fonaiap 2000
RM224 Alelo 2 156 Fundarroz PNI
RM228 Alelo 1 152 Fonaiap 1
RM231 Alelo 2 115 D-Primera
Alelo 2 131 Fonaiap 1
RM279 Alelo 3 118 D-Oryza
RMS551 Alelo 1 221 Araure 3

Los estudios de estructura
genética de las variedades de
arroz de Venezuela utilizando
marcadores moleculares han
confirmado los resultados del
analisis teorico. El primer estu-
dio (Angulo ef al., 2006) abarcod
12 cultivares y genero cuatro
grupos en el andlisis de agrupa-
miento UPGMA, 50% de loci
polimérficos, 1,76 alelos prome-
dio por locus y un indice de
diversidad de Nei de 0,166 evi-
denciando poca diversidad exis-
tente en los materiales evalua-
dos. También se realizd un estu-
dio en lineas élites de arroz ve-
nezolanas a través de cinco
combinaciones de marcadores
AFLP (Arnao et al., 2008), don-
de se registraron 220 bandas
desde 25 a 300pb, de las que 60
(27,27%) resultaron polimorfi-
cas, con un promedio de 12
bandas por combinacion; en el
analisis de agrupamiento se
identificaron cinco grupos a una
distancia de 0,50 unidades ultra-
métricas. Este ultimo estudio
incluyo6 arroces cultivados y
arroces rojos. El primer grupo
queddé conformado sélo por
arroces rojos; los grupos restan-
tes estuvieron constituidos tanto
por variedades como por lineas
experimentales avanzadas del
cultivo. Las combinaciones
AFLP permitieron la diferencia-
cion de todos | os materiales,
observandose asociacion entre
los agrupamientos generados y
la constitucion genética de los
genotipos. El trabajo corrobord
la utilidad de los AFLP como
herramienta para discriminar
entre individuos altamente em-
parentados. Un informe mas
reciente (Ghneim et al., 2008),
incluy6 11 materiales cultivados
bajo riego en el pais asi como
siete arroces silvestres y sus
cruzamientos, para un total de
18 materiales. Los SSR fueron
altamente poderosos para distin-
guir genéticamente entre mate-
riales genéticamente cercanos, y
se valido su uso en la caracteri-
zacion molecular de accesiones;
el estudio confirmé que los ma-
teriales que estan bajo cultivo
actualmente en el pais estan
emparentados entre ellos y aiin
con variedades producidos hace
20 afios, lo cual denota la vul-
nerabilidad genética del sistema.

El presente estudio reunio 19
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materiales, 16 generados en el
pais y tres en Colombia, aun-
que todos se encuentran o se
han encontrado bajo siembra en
Venezuela durante los ultimos
26 afios 0 mas. Se analizd a
profundidad la estructura gené-
tica de tales variedades de
arroz, utilizando el coeficiente
de parentesco y el analisis ge-
nético empleando 44 marcado-
res moleculares SSR, lo cual ha
permitido obtener una visiéon
mas detallada de la situacion
actual. El analisis de diversidad
genética mostrd grupos bastan-
te similares, con He= 0,46958.

Los temas de la vulnerabili-
dad genética en los cultivos y
la base genética estrecha que
impide mayores ganancias por
seleccion, deben ser analizados
cuidadosamente. Segtn lo dis-
cuten Rajaran et al. (2002) el
objetivo principal en el mejo-
ramiento de una determinada
especie debe ser incorporar
diversidad genética para resis-
tencia a enfermedades e insec-
tos y combinarla con homoge-
neidad para aquellos caracteres
agrondmicos y morfolégicos
que confieren altos rendimien-
tos, adaptabilidad y estabili-
dad. Esto indica que, aunque
la uniformidad genética no
necesariamente conduce a epi-
demias inmediatas, es deseable
tener un conjunto génico mas
diverso entre los cultivares en
uso. De esta forma, genes de
resistencia originados de pro-
genitores diversos introgresa-
dos en los cultivares élites po-
drian ofrecer mayor proteccion
contra apariciones inesperadas
de plagas. Sin embargo, es
fundamental mantener varias
caracteristicas, tales como ar-
quitectura de la planta, resis-
tencia a vuelco, tipo de grano
y varios caracteres relaciona-
dos con calidad de grano, que
estén relacionadas con la adap-
tacion de las variedades a las
condiciones de cultivo, la ca-
pacidad de rendimiento y la
aceptacion de los cultivares
por los productores; aunque
esto necesariamente implique
una menor diversidad genética.
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