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RESUMEN

La familia Delphacidae es un grupo de insectos que
producen daños de importancia en los cereales.
Por ello, se estudió la diversidad genética entre seis
genotipos de arroz (Oryza sativa L.), con diferentes
comportamientos de resistencia y susceptibilidad al
daño mecánico producido por sogata (Tagosodes
orizicolus), por medio de marcadores moleculares
microsatélites SSR, distribuidos en los doce
cromosomas del arroz. Se utilizaron 151 SSR para
el análisis de agrupamiento UPGMA y distancia
Dice. En el análisis, se conformaron tres grupos
diferenciados con una correlación cofenética de 0,87;
el primero constituido por Bluebonnet 50; en el segundo
grupo: D-Sativa, Cimarrón, Venezuela 21 y Zeta 15,
y el último grupo por Makalioka. Los coeficientes
de similitud de los grupos fueron 0,55; 0,74 y 0,66
para cada una de las agrupaciones. Se observó
claramente la separación en la formación de los grupos
entre Makalioka y Bluebonnet 50, como genotipos
resistente y susceptible, respectivamente. El análisis
molecular refl ejó una variabilidad genética estrecha
para los genotipos evaluados. En la determinación del
polimorfi smo entre progenitores contrastantes para
el daño mecánico de sogata, el mayor porcentaje fue
observado entre los cultivares Zeta 15 y Bluebonnet
50 con un 23,18%, seguido por Cimarrón y Bluebonnet
50 con 20,53%, y el menor porcentaje para D-Sativa
y Venezuela 21; y Zeta 15 y Venezuela 21; para un
12,58% y 4,64%, respectivamente. Estos resultados
serán empleados en la identifi cación y asociación
entre SSR, con características relacionadas al daño
mecánico por sogata.

Palabras clave: Oryza sativa L., Tagosodes orizicolus,
análisis de agrupamiento, marcadores moleculares,
microsatélites.

ABSTRACT

The Delphacidae family is a group of insects that
cause significant damage in cereals. Genetic
diversity among six genotypes of rice (Oryza sativa
L.), with different behaviors for resistance and
susceptibility to mechanical damage from sogata
(Tagosodes orizicolus) was studied by molecular
SSR microsatellite markers, distributed in the twelve
rice chromosomes.151 SSR were used for UPGMA
clustering analysis and Dice distance. In the discriminant
analysis, three groups were formed with cophenetic
correlation of 0.87, the fi rst constituted by Bluebonnet
50; in the second group were D-Sativa, Cimarron,
Venezuela 21 and Zeta 15; and in the last group was
Makalioka. Similarity coeffi cients of the groups were
0.55, 0.74 and 0.66 for each of the clusters. Clear
separation was observed in the formation of groups
between Makalioka and Bluebonnet 50 as resistant
and susceptible genotypes, respectively. Molecular
analysis showed a close genetic variability for
genotypes. In determining the polymorphism between
contrasting parents for mechanical sogata damage, the
highest percentage 23.18% was observed between
Zeta 15 and Bluebonnet 50 cultivars, followed by
Cimarron and Bluebonnet 50 with 20.53%, and the
lowest percentage for D-Sativa and Venezuela 21,
and Venezuela 21 and Zeta 15, with 12.58% and
4.64%, respectively. These results will be used in
the identifi cation and association between SSR and
characteristics related to mechanical sogata damage.

Key words: Oryza sativa L., Tagosodes orizicolus,
clustering analysis, microsatellite, molecular
markers.
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INTRODUCCIÓN

La familia Delphacidae es un grupo de insectos
considerados plagas que producen estragos de
importancia en los cereales (arroz, maíz, trigo,
sorgo, entre otros) a nivel mundial. Estas pérdidas
son ocasionadas durante la puesta, alimentación
o transmisión de diferentes fi topatógenos (Vivas
y Astudillo, 2008; Remes, 2001). Tagosodes
orizicolus pertenece a esta familia de insectos,
la cual puede ocasionar dos tipos de daños, uno
llamado “daño directo o mecánico” que causa
pequeñas incisiones en el tejido foliar a fi n de
alimentarse u ovipositar; y otro, trasmisor del virus
de la hoja blanca (VHB) en arroz o daño indirecto
(Vivas y Astudillo, 2008; Jennigs et al., 1981).

En los distintos programas de mejoramiento
genético a nivel nacional e internacional, se han
venido utilizando los marcadores moleculares
como una alternativa confiable y precisa de
selección de genotipos promisorios (Pérez-
Almeida et al., 2011a; Arnao et al., 2007; Triana et
al., 2004; McCough et al., 1997). El uso de estos
marcadores ha brindado un gran apoyo para la
identifi cación de loci cuantitativos (QTL) para la
resistencia a insectos y patógenos; además de
la selección de genotipos o materiales deseables
agronómicamente.

En el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), se han realizado estudios preliminares
de asociación entre los marcadores de ADN,
tipo RAPD y la resistencia a T. orizicolus en las
líneas de arroz desarrolladas en los programas
de mejoramiento de Colombia, con el objeto de
facilitar la selección de genotipos resistentes
(Picca et al., 2004; Triana et al., 2004).

El presente trabajo de investigación tuvo como
objetivo, estudiar la diversidad genética entre los
genotipos de arroz resistentes y susceptibles al
daño mecánico provocados por sogata, empleando
marcadores moleculares microsatélites, al tiempo
de determinar el polimorfi smo entre genotipos de
arroz resistentes y susceptibles.

MATERIALES Y MÉTODOS

El ensayo fue conducido en el Laboratorio de
Genética Molecular (LGM) del Centro de Investi-
gaciones en Biotecnología Agrícola (CIBA) de la

Universidad Central de Venezuela, Facultad de
Agronomía (FAGRO), Maracay.

Con la fi nalidad de identifi car los alelos entre los
materiales resistentes y susceptibles al daño
mecánico producido por sogata. Se realizaron
cruzamientos entre cultivares de arroz resistentes
al daño mecánico: Cimarrón, Z-15 y D-sativa;
y cultivares susceptibles: Venezuela-21 y
BlueBonnet-50 (testigo susceptible). Además, se
utilizó el cultivar Makalioka como testigo resistente
(INIA, 2005; Álvarez et al., 2000). Los cruces
fueron: Cimarrón x Bluebonnet 50 (CB); Zeta 15 x
Bluebonnet 50 (ZB); Zeta 15 x Venezuela 21 (ZV)
y D-Sativa x Venezuela 21 (DV).

Estos cruces fueron realizados en el campo
experimental del Instituto de Genética durante
el año 2010, de acuerdo al método simplifi cado
para cruzamientos en arroz (FLAR, 1996). La
evaluación del polimorfi smo entre los progenitores,
se realizó mediante el uso de 151 marcadores
microsatélites, distribuidos a lo largo de los doce
cromosomas del genoma del arroz (Cuadro 1).

El ADN de cada progenitor se obtuvo siguiendo los
pasos de la metodología descrita por Risterucci et
al. (2000) y modifi cado por Pérez-Almeida et al.
(2011b), como se detalla a continuación: en tubos
de 30 ml se colocaron 0,5 g del tejido macerado
y se agregó 5 ml del tampón de extracción (100 mM
Tris-HCl pH 8,0, 1,4M NaCl; 20 mM EDTA; 2%
CTAB; 1% polietileno-glicol y 0,5% de sulfi to de
sodio), precalentado a 74 °C. Se aplicó vortex
por 3 seg. Los tubos fueron incubados a 74 °C
durante 20 min, se les aplicó vortex por 10 seg
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se
agregaron 5 ml de cloroformo: alcohol isoamílico
(24:1) a cada tubo y se agitaron por inversión
50 veces, para ser centrifugados a 10.000 rpm
durante 15 min.

Las condiciones de amplifi cación por PCR utili-
zada fueron descritas por Arnao et al. (2003), con
algunas modifi caciones del LGM del CIBA. Se
evaluaron 151 microsatélites distribuidos en todo
el genoma del arroz, la mezcla de reacción para
la amplifi cación estuvo constituida por 1,33 ng μl-1
ADN; 3,33 mM Mg Cl2; 0,2 μM de los microsatélites
(sentido y antisentido); 0,33 μM dNTP´s y 0,033U μl-1
Taq comercial, completando a un volumen fi nal de
15 μl-1 con Buffer1X.
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Se utilizó un termociclador BIO-RAD PTC-
200 durante 34 ciclos a una temperatura de
desnaturalización 94 °C, alineación de 50-67 °C
y extensión 72 °C. La visualización de los perfi les
electroforéticos fue en geles de poliacrilamida
6% con revelado en nitrato de plata, descrito
por Arnao et al. (2003). Las imágenes fueron
capturadas en un digitalizador de imágenes
marca BIORAD modelo CHEMIDOC, utilizando
el programa QuantityOne v. 4.2®.

Con el perfi l electroforético obtenido del ADN
de cada uno de los materiales evaluados en los
geles de poliacrilamida y con cada microsatélite,
se generó una matriz de presencia (p = 1) y
ausencia (a = 0). La matriz obtenida con todos
los marcadores fue analizada con el programa
estadístico PAST versión 1.42 (Hammeret al., 2001)
mediante análisis multivariado de conglomerados
jerárquicos. Este análisis generó un árbol de
clasifi cación jerárquica ascendente, utilizando el
análisis de agrupamiento UPGMA y la distancia
de Dice. Se determinó el porcentaje de SSR
polimórfi co para cada uno de los cruces.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De los 151 microsatélites (SSR) evaluados para
identifi car el polimorfi smo entre los parentales, se
encontró que el mayor porcentaje de microsatélites
polimórfi cos fue observado en el cruce ZB con un
23,18%, seguido por CB con un 20,53%; hallando
el menor número de microsatélites polimórfi cos en
los cruces DS y ZV, con un 12,58% y un 4,64%,
respectivamente (Cuadro 2). Estos resultados
corroboran los encontrados por Acevedo et al.
(2007) al señalar la estrecha base genética que
presentan los Bancos de germoplasmas del país.

La mayoría de los microsatélites utilizados mostra-
ron la presencia de dos alelos bien diferenciados
entre los parentales y distribuidos a lo largo de todo
el genoma. En el Cuadro 3, se pudo determinar que
entre ZB, se encontró que el 25,71% (9) de los
SSR polimórfi cos, se ubican en el cromosoma 2,
seguido con un 14,29% (5) de los microsatélites
ubicados en el cromosoma 3.

Por otro lado, entre DZ se localizaron 19
microsatélites polimórfi cos, donde el 21,06% (4)
de los SSR se encuentran en el cromosoma 2 y
el 15,78% (3) de los marcadores se hallaron en
los cromosomas 6 y 9. Este bajo polimorfi smo
encontrado entre estos progenitores, posiblemente
sea debido a que ambas variedades presentan
un ancestro común, ya que ambas provienen del
CIAT y el FLAR, tal como lo registra Pieters et al.
(2011). Mientras que para CB, se identifi có que el
19,36% de los SSR se ubicaron en el cromosoma 2,
seguido por un 12,9% de los marcadores ubicados
en los cromosomas 1, 3 y 9. Entre los parentales
ZV, se apreció que el 42,85% de los microsatélites
evaluados, se ubicaron en el cromosoma 2, el resto
de los marcadores ubicado en los cromosomas 1,
4, 6 y 9.

El polimorfi smo encontrado entre los materiales
y los testigos de resistencia y susceptibilidad,
Makalioka y Bluebonnet 50, respectivamente,
permitió determinar el grado de disimilitud
existente entre ellos.

El análisis de agrupamiento UPGMA con distancia
Dice, generó tres grupos (ver Figura) y una
correlación cofenética de 0,87 para este estudio
intraespecífi co. El primer grupo constituido por
Bluebonnet 50; el segundo grupo por D-Sativa,

Cuadro 2. Porcentaje de microsatélites (SSR) polimórfi cos entre los cruces realizados.

Cruce Progenitores Nº SSR polimórfi cos % SSR polimórfi cos

1 Zeta 15 x BlueBonnet-50 35 23,18

2 D-Sativa x Venezuela 21 19 12,58

3 Cimarrón x BlueBonnet-50 31 20,53

4 Zeta 15 x Venezuela 21 7  4,64
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Cuadro 3. Número y porcentaje de microsatélites (SSR) polimórfi cos entre los progenitores utilizados
en los cruces y su distribución por cromosoma.

Nº cromosoma
Z15/BB50 Vzla21/Dsat Cimarrón/BB50 Z15/Vzla 21

Nº SSR % SSR Nº SSR % SSR Nº SSR % SSR Nº SSR % SSR

1 3  8,57 1  5,26 4 12,9 1 14,28

2 9 25,71 4 21,06 6 19,36 3 42,85

3 5 14,29 1  5,26 4 12,9 0 0

4 1  2,85 1  5,26 2  6,45 1 14,28

5 1  2,85 1  5,26 2  6,45 0 0

6 1  2,85 3 15,78 0 0 1 14,28

7 3  8,57 1  5,26 2  6,45 0 0

8 1  2,85 1  5,26 1  3,23 0 0

9 3  8,57 3 15,78 4 12,9 1 14,28

10 1  2,85 0 0 1  3,23 0 0

11 4 11,43 2 10,53 3  9,67 0 0

12 3  8,57 1  5,26 2  6,45 0 0

Total 35 100 19 100 31 100 7 100
Z15= Zeta 15; BB-50= BlueBonnet-50; Vzla21= Venezuela 21; Dsat= D-Sativa.

Figura. Dendrograma del análisis de agrupamiento UPGMA para
seis cultivares de arroz, distancia genética de Dice.
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Cimarrón, Venezuela 21 y Zeta 15 y el último grupo
por Makalioka. Los coefi cientes de similitud de los
grupos fueron 0,55; 0,74 y 0,66, respectivamente.

Se observó, claramente la separación en la
formación de los grupos para las diferencias entre
resistencia y susceptibilidad, específi camente para
Makalioka y Bluebonnet 50. Dichos genotipos, se
ubicaron en dos grupos distintos con una distancia
genética de 0,55; y por ello, las variedades
comerciales venezolanas quedaron clasifi cadas
en un mismo grupo, lo que confi rma la estrecha
variabilidad genética entre ellos. (Angulo et al.,
2006; Arnao et al., 2007; Arnao et al., 2008;
Pérez-Almeida et al., 2011a; 2011b).

La importancia de este estudio radica en que
se demostró la asociación entre microsatélites
y resistencia al daño mecánico por sogata,
al igual que la encontrada por Tohme (2010)
quien identifi có los microsatélites asociados a
la resistencia a hoja blanca y al daño mecánico
a sogata, mencionando que los mismos, se
ubicaban en la mayoría de los casos, en los
cromosomas 4, 5 y 7; sin embargo, en este
trabajo, se observó la presencia de al menos un
marcador polimórfi co en esos cromosomas.

CONCLUSIONES

La aplicabilidad de marcadores moleculares
microsatélites representa una herramienta
confi able en el estudio de la diversidad genética
del arroz. El análisis de diversidad genética
entre los cultivares de arroz mostró grupos con
variabilidad genética estrecha. En el análisis de
agrupamiento se evidenció la separación entre
genotipos resistentes, de los susceptibles al daño
mecánico por sogata.

La estrategia de marcadores moleculares micro-
satélites permitió identifi car el polimorfi smo entre
los cruzamientos de genotipo de arroz resistentes
y susceptibles. Este estudio puede ser la base
para futuros trabajos de mapeo genético, grupos
de ligamientos y asociación de microsatélites con
características fenotípicas, relacionadas al daño
mecánico por sogata.
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